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Riassunto 	  Il	   tumore	   della	  mammella	   è	   la	   neoplasia	   femminile	   più	   frequente	   (rappresentando	   il	   29%	   di	   tutti	   i	  tumori)	  e	  rimane	  la	  prima	  causa	  di	  morte	  per	  tumore	  nonostante	  dalla	  fine	  degli	  anni	  ’80	  si	  rilevi	  una	  graduale	   riduzione	   della	   mortalità,	   ottenuta	   sia	   mediante	   lo	   screening	   oncologico	   sia	   mediante	   un	  approccio	  terapeutico	  multimodale.	  	  La	   mammella	   è	   un	   organo	   molto	   responsivo	   alla	   stimolazione	   ormonale,	   ragion	   per	   cui	   la	   sua	  morfologia	  è	  variabile	  in	  funzione	  del	  sesso,	  delle	  fasi	  della	  vita,	  	  delle	  fasi	  del	  ciclo	  mestruale.	  Tra	  i	  vari	  ormoni	   che	   regolano	   le	  modificazioni	  della	   ghiandola	  mammaria,	  un	   ruolo	  di	   grande	   rilievo	  è	  quello	  che	  hanno	  gli	  ormoni	  sessuali,	  in	  particolare	  estrogeni	  e	  progesterone,	  con	  gli	  estrogeni	  che	  stimolano	  lo	  sviluppo	  dei	  tessuti	  stromali,	   lo	  sviluppo	  di	  un	  vasto	  sistema	  di	  dotti	  e	  la	  deposizione	  di	  grasso	  e	  il	  progesterone	  che	  stimola	  lo	  sviluppo	  di	  alveoli	  e	  dotti.	  	  Proprio	   in	   considerazione	   dell’estrema	   responsività	   del	   tessuto	  mammario	   agli	   ormoni,	   si	   è	   sempre	  andati	  alla	  ricerca	  della	  relazione	  esistente	  tra	  i	  vari	  ormoni	  e	  il	  tumore	  della	  mammella,	  sia	  nell’ottica	  di	   individuare	   dei	   fattori	   di	   rischio	   su	   cui	   agire	   per	   fare	   prevenzione	   primaria	   sia	   nell’ottica	   di	  individuare	  delle	   vie	  di	   trasmissione	  del	   segnale	   su	   cui	   lavorare	  per	   impostare	  una	   terapia	   contro	   il	  tumore	  della	  mammella.	  	  Per	   gli	   estrogeni	   e	   per	   il	   progesterone	   la	   relazione	   con	   il	   tumore	   della	   mammella	   è	   acclarata:	   essi	  aumentano	   il	   rischio	   di	   sviluppare	   tumore	   della	  mammella	   e	   favoriscono	   la	   progressione	   tumorale.	  Parte	   di	   tali	   effetti	   sono	   collegati	   alla	   capacità	   di	   questi	   steroidi	   di	  modulare	   il	   riarrangiamento	   del	  citoscheletro	  actinico	  e	  la	  formazione	  di	  strutture	  di	  membrana	  specializzate	  per	  il	  movimento.	  Queste	  modificazioni	   rendono	   le	   cellule	   tumorali	   della	   mammella	   più	   capaci	   di	   muoversi	   nell’ambiente	  extracellulare	  e	  quindi	  possono	  giocare	  un	  ruolo	  chiave	  nei	  meccanismi	  di	  progressione	  e	  metastasi.	  	  La	  relazione	  esistente	  tra	  androgeni	  e	  tumore	  della	  mammella	  è	  molto	  più	  controversa:	  se	  da	  una	  parte	  è	  vero	  che	  gli	  androgeni	  hanno	  azione	  anti-­‐proliferativa,	  in	  letteratura	  si	  hanno	  dati	  contrastanti	  circa	  l’associazione	  tra	  concentrazioni	  di	  androgeni	  endogeni	  e	  rischio	  di	  sviluppare	  tumore	  mammario.	  In	  aggiunta	   a	   questo,	   esistono	   osservazioni	   contrastanti	   circa	   la	   relazione	   tra	   supplementazione	   con	  androgeni	  esogeni	  e	  rischio	  di	  sviluppare	  tumore	  della	  mammella.	  	  	  Lo	  studio	  che	  presentiamo	  ha	  inteso	  valutare	  l’influenza	  degli	  androgeni	  sul	  processo	  di	  progressione	  tumorale	  delle	  cellule	  T-­‐47D	  AR+/ER+	  misurandolo	  in	  termini	  di	  migrazione	  e	  invasione	  della	  matrice	  extracellulare,	  aspetti	  fondamentali	  per	  la	  diffusione	  tumorale	  locale	  e	  a	  distanza.	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Sono	  stati	  testati	  i	  tre	  androgeni	  principali	  dal	  punto	  di	  vista	  biologico	  e	  clinico:	  -­‐ testosterone	  (T);	  -­‐ diidrotestosterone	  (DHT);	  -­‐ deidroepiandrosterone.	  (DHEA).	  	  Si	   tratta	   di	   composti	   con	   destini	   metabolici	   molto	   diversi,	   e	   proprio	   questa	   eterogeneità	   è	   stata	  sfruttata	   per	   meglio	   comprendere	   le	   differenti	   vie	   di	   trasmissione	   del	   segnale	   che	   gli	   androgeni	  possono	  utilizzare.	  	  Il	   testosterone	   può	   essere	   convertito	   in	   un	  metabolita	   androgenico	   (DHT)	   oppure	   in	   un	  metabolita	  estrogenico	  (E2).	  	  Il	  DHT	  non	  può	  essere	  aromatizzato,	  quindi	  non	  può	  essere	  convertito	  in	  un	  metabolita	  estrogenico.	  	  Il	  DHEA	  è	  l’ormone	  steroideo	  più	  abbondante	  nel	  sangue	  e	  può	  essere	  considerato	  il	  capostipite	  degli	  ormoni	  steroidei:	  viene	  utilizzato	  per	  produrre	  ormoni	  sessuali	  (testosterone,	  estrogeni,	  progesterone)	  e	  cortisolo.	  	  Al	  centro	  del	  nostro	  studio	  c’è	  l’interazione	  tra	  i	  composti	  androgenici	  testati	  e	  i	  recettori	  degli	  ormoni	  steroidei,	  in	  particolare	  il	  recettore	  degli	  estrogeni	  (ERalfa)	  e	  il	  recettore	  degli	  androgeni	  (AR).	  	  I	   recettori	  degli	  ormoni	  steroidei	  costituiscono	  una	  superfamiglia	  di	   recettori	  nucleari	  e	   in	  vari	   studi	  	  	  	  	  –alcuni	  dei	  quali	  condotti	  dal	  nostro	  laboratorio	  di	  ricerca-­‐	  si	  è	  evidenziato	  il	  ruolo	  che	  essi	  hanno	  nel	  rimodellamento	   del	   citoscheletro	   di	   actina:	   il	   legame	   recettore-­‐ligando	   attiva	   una	   proteina	   G	  monomerica	   transmembrana	   che	   fosforila	   RhoA	   che	   a	   sua	   volta	   fosforila	   ROCK	   che	   poi	   fosforila	   la	  moesina.	  La	  moesina	  è	  una	  proteina	  che	  lega	  l’actina	  e	  che	  quando	  fosforilata	  si	  attiva	  e	  determina	  un	  riarrangiamento	   del	   citoscheletro	   actinico,	   con	   depolimerizzazione	   dei	   microtubuli	   e	   nuova	  polimerizzazione	   in	   direzione	   della	   membrana	   cellulare	   e	   successiva	   formazione	   di	   strutture	   di	  membrana	  specializzate	  per	  il	  movimento	  cellulare.	  	  Per	  valutare	  l’effetto	  dell’esposizione	  delle	  cellule	  T-­‐47D	  agli	  androgeni	  sono	  stati	  effettuati	  un	  test	  di	  migrazione	   orizzontale	   e	   un	   test	   di	   invasione,	   che	   hanno	   evidenziato	   un	   aumento	   della	   motilità	   e	  dell’invasione	  tumorale	  in	  seguito	  ad	  esposizione	  ad	  androgeni.	  	  Per	   stabilire	   se	   tali	   effetti	   fossero	   legati	   ad	   un	   rimodellamento	   del	   citoscheletro	   actinico,	   le	   fibre	   di	  actina	   sono	   state	   colorate	   con	   Rosso	   Texas	   ed	   è	   emerso	   che	   le	   cellule	   non	   stimolate	   con	   androgeni	  avevano	  filamenti	  di	  actina	  disposti	  nel	  citoplasma	  in	  senso	  longitudinale,	  mentre	  le	  cellule	  stimolate	  con	  androgeni	  mostravano	  movimento	  dei	  filamenti	  di	  actina	  verso	  il	  bordo	  della	  membrana	  cellulare	  e	  successiva	  formazione	  di	  strutture	  di	  membrana	  specializzate	  per	  il	  movimento.	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Si	  è	  osservato	  che	  quando	  le	  cellule	  T-­‐47D	  venivano	  esposte	  ad	  androgeni	  la	  moesina	  veniva	  fosforilata	  e	  attivata,	  e	  per	  stabilire	  se	  l’attivazione	  della	  moesina	  fosse	  una	  condicio	  sine	  qua	  non	  perché	  si	  avesse	  la	   stimolazione	   della	  migrazione	   tumorale	   da	   parte	   degli	   androgeni,	   si	   è	   silenziata	   la	  moesina	   e	   si	   è	  osservato	  quello	  che	  avveniva:	  quando	  la	  moesina	  era	  silenziata	  l’esposizione	  delle	  cellule	  tumorali	  agli	  androgeni	  non	  aveva	  effetti	  pro-­‐migrazione.	  Per	  ultimo,	  si	  è	  passati	  a	  chiedersi	  quali	  fossero	  i	  recettori	  su	  cui	  i	  tre	  composti	  esaminati	  agivano	  per	  determinare	   la	  stimolazione	  della	  progressione	   tumorale	  e	  per	  dare	  una	  risposta	  a	  questo	  quesito	  di	  sono	  bloccati	   a	   turno	   il	   recettore	  ERalfa,	   il	   recettore	  AR,	   l’aromatasi,	   la	  proteina	  G	   	  monomerica	  e	   la	  Rho-­‐Kinasi.	  	  Si	  è	  arrivati	  alla	  conclusione	  che	  il	  meccanismo	  attraverso	  cui	  gli	  androgeni	  agiscono	  in	  questo	  senso	  è	  diverso	  da	  composto	  a	  composto	  per	  via	  dei	  differenti	  destini	  metabolici	  dei	  composti	  studiati	  e	  può	  esplicarsi	  attraverso	  vie	  di	  segnale	  che	  coinvolgono	  i	  recettori	  degli	  androgeni	  (AR)	  o	  i	  recettori	  degli	  estrogeni	  (ERalfa)	  o	  entrambi:	  -­‐ T	  agisce	  sia	  su	  AR	  sia	  su	  ERalfa;	  -­‐ DHT	  solo	  su	  AR;	  -­‐ DHEA	  agisce	  su	  ERalfa.	  	  	  I	   risultati	   emersi	   da	   questo	   studio	   sono	   di	   grande	   interesse	   in	   quanto	   conoscere	   i	   fini	   meccanismi	  biologici	   attraverso	   cui	   androgeni	   espletano	   la	   loro	   azione	   sulle	   cellule	   tumorali	   della	  mammella	   ci	  permette	  di	  ipotizzare	  nuove	  strategie	  terapeutiche	  per	  il	  tumore	  della	  mammella	  ormono-­‐sensibile.	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1- Introduzione 
 
 
 
1.1- Anatomia della mammella 
  
 
 
 Anatomia macroscopica, anatomia microscopia e rapporti della mammella. 
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La mammella umana è un organo pari e simmetrico che fa parte dell'apparato tegumentario 
e può essere considerata una ghiandola sudoripara modificata. È situata sulla superficie 
anteriore del torace, ai lati della linea mediana e poggia sui muscoli pettorali. 
 
Il tessuto mammario è costituito da: 
●   componente ghiandolare, rappresentata dai lobi; 
●   componente adiposa, che circonda le strutture ghiandolari; 
●   componente fibrosa di sostegno. 
  
In corrispondenza dell’apice della ghiandola mammaria c’è il capezzolo, di forma conica, 
che presenta circa 15 forellini (pori lattiferi) che costituiscono lo sbocco dei dotti 
galattofori (o dotti principali), i quali giusto prima dello sbocco si dilatano in ampolle (o 
seni galattofori), di diametro di 2-3 mm, aventi la funzione di serbatoi di riserva per il latte. 
I dotti galattofori si dividono in maniera dicotomica e si hanno dotti lobulari e dotti 
alveolari. L’ultima generazione di dotti è costituita dai dotti terminali, che si slargano a 
formare gli acini, e dotto terminale e acini corrispondenti formano il lobulo; ciascun lobulo 
ha un proprio dotto galattoforo che si apre in corrispondenza del capezzolo. 
  
Il capezzolo è circondato dall'areola, una regione circolare pigmentata caratterizzata da 
piccole sporgenze (tubercoli di Montgomery), dovute alla presenza delle ghiandole sebacee 
sottostanti. 
  
Gli alveoli presentano un epitelio semplice che poggia su una membrana basale in cui sono 
intercalate cellule mioepiteliali, che contraendosi determinano la progressione del secreto 
ghiandolare attraverso dotti di calibro progressivamente crescente, quindi il secreto passa 
dai dotti alveolari ai dotti lobulari a quelli galattofori. L’istologia dei dotti si modifica 
passando da quelli più piccoli a quelli più grandi: i dotti alveolari hanno un epitelio cubico 
semplice, i dotti lobulari hanno un epitelio bistratificato e quelli galattofori hanno un 
epitelio pluristratificato non cheratinizzato. 
  
Il connettivo della mammella può essere distinto in intralobulare e interlobulare. 
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Il connettivo intralobulare è strettamente addossato ai duttuli (connettivo periduttale o 
mantellare).  
Il connettivo interlobulare -che è molto più rappresentato di quello intralobulare- 
costituisce l’impalcatura che parte dal derma e si porta in profondità confondendosi con il 
connettivo sottocutaneo. 
Il connettivo intralobulare costituisce una tonaca propria del dotto ghiandolare e si 
distingue dall'adiacente connettivo fibroso interlobulare perché il connettivo intralobulare è 
esile, con fibrille collagene reticolari e con molta sostanza fondamentale ricca in 
mucopolisaccaridi acidi, mentre il connettivo interlobulare è costituito da fibre collagene 
addensate con un’abbondante componente di connettivo elastico. 
  
  
  
1.2- Modificazioni della morfologia della mammella nel corso della vita 
  
La mammella è un organo particolarmente responsivo agli ormoni, ragion per cui la sua 
morfologia risulta estremamente variabile in funzione del sesso, delle fasi della vita,  delle 
fasi del ciclo mestruale. 
  
Nell’infanzia la morfologia della mammella nel maschio e nella femmina è molto simile e i 
dotti sono rudimentali, mentre gli alveoli ghiandolari non sono sviluppati. 
  
Durante la pubertà si cominciano ad evidenziare le differenze tra mammella maschile e 
mammella femminile, in quanto la mammella maschile non si sviluppa ma piuttosto va 
incontro a processi regressivi e diventa atrofica, mentre la mammella femminile aumenta di 
volume sulla spinta degli estrogeni, in quanto si sviluppano a componente ghiandolare, le 
ramificazioni dei dotti e la componente stromale interduttale. 
  
Le modificazioni della mammella legate al ciclo mestruale, alla gravidanza e 
all’allattamento sono controllate dall’asse ipotalamo-ipofisario. 
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Ormoni prodotti dall’ipofisi e ormoni prodotti dall’ovaio durante le varie fasi del ciclo 
mestruale 
 
 
Durante la fase estrogenica l'epitelio dei dotti prolifera e i dotti aumentano leggermente il 
loro calibro. 
  
Nella fase periovulatoria inizia ad aversi iperplasia stromale per azione del progesterone e 
di conseguenza la mammella presenta una consistenza aumentata, aspetto che diventa 
maggiormente evidente nella fase premestruale, caratterizzata da sensazione di tensione 
mammaria, dovuta all’azione di estrogeni e progestinici insieme che agiscono a livello del 
tessuto connettivo lasso intralobulare. 
  
Sempre nella fase premestruale, si ha una stimolazione dell’albero ghiandolare, che porta 
alla formazione di nuovi lobuli di tessuto alveolare e ad una secrezione abortiva a livello 
dei dotti terminali. 
  
Se non si ha la fecondazione, la ghiandola mammaria va incontro ad un processo 
involutivo estremamente rapido: durante la fase mestruale si ha una desquamazione delle 
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cellule epiteliali, scompare l’edema congestizio che rendeva ragione dell’aumentata 
consistenza della mammella e il volume della mammella si riduce nuovamente. 
 
Se si ha la fecondazione, la mammella va incontro ad una serie di modificazioni che le 
permettono di arrivare al momento dell’allattamento con un’attività funzionale completa. 
  
Livelli di HCG, prolattina, progesterone ed estriolo nel corso nelle varie fasi della 
gravidanza 
 
Nella prima fase della gravidanza si ha lo sviluppo dei dotti sulla spinta degli estrogeni e 
l’ampliamento dell’albero ghiandolare con formazione di nuovi alveoli sulla spinta del 
progesterone. 
Quando la placenta comincia ad avere una sua attività endocrina produce progesterone, che 
agisce di concerto con estrogeni, prolattina e ormone luteinizzante favorendo la 
trasformazione della ghiandola mammaria in una ghiandola secretoria. Tale trasformazione 
passa per un’iperplasia epiteliale e per un ampliamento progressivo degli alveoli e si 
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realizza pienamente a partire dal terzo trimestre di gravidanza, con una mammella in cui il 
tessuto ghiandolare è massimamente rappresentato e il tessuto stromale è ridotto. 
 
Sviluppo della componente  ghiandolare della mammella a seguito dell'instaurarsi di una 
gravidanza 
  
Entro 24 ore dal parto si ha un’intensa congestione che è seguita dalla montata lattea, con 
secrezione di colostro. 
  
Ad un paio di giorni dal parto, si ha la riduzione dei livelli ematici di estrogeni e 
progesterone e l’ipofisi aumenta la secrezione di prolattina, che a questo punto stimola la 
ghiandola mammaria a produrre latte. 
Si registra un accumulo di secreto ricco di granuli proteici che porta alla distensione degli 
alveoli e le cellule alveolari secernenti passano da cilindriche a cubiche. 
Le cellule mioepiteliali che sono disposte intorno alle cellule secernenti, con la loro 
contrazione, stimolano il passaggio del latte dagli alveoli nei dotti, e il latte raggiunge i 
seni lattiferi, in corrispondenza del capezzolo. 
  
La suzione della mammella da parte del neonato attiva l’asse ipotalamo-ipofisario, con 
conseguente secrezione di ossitocina, che stimola la contrazione delle cellule mioepiteliali. 
  
Se la suzione cessa, anche la secrezione di latte cessa, e la ghiandola va rapidamente 
incontro a processi regressivi. 
  
Con l’avanzare dell’età, il tessuto ghiandolare nella mammella diventa sempre meno 
rappresentato e lascia il posto al tessuto adiposo.  
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1.3-Tumore della mammella 
  
 
1.3.1-Epidemiologia 
  
Il tumore della mammella in Italia ha un’incidenza di 114/100000/anno e il tasso di 
mortalità standardizzato è di 24/100000/anno. 
Nelle donne costituisce il tumore più frequente (il 29% di tutti i tumori) e la prima causa di 
morte per tumore (rappresentando il 28% delle cause di morte oncologica prima dei 50 
anni, il 21% tra i 50 e i 69 anni e il 14% dopo i 70 anni). 
  
La patologia della mammella è una patologia molto frequente in quanto la mammella è un 
organo estremamente dinamico; fortunatamente, però, la patologia mammaria maligna 
rappresenta solo una minoranza del totale. 
 
  
   
1.3.2-Fattori di rischio 
  
I fattori di rischio indicati dall’AIOM (Associazione Italiana Oncologia Medica) sono: 
●   età (il rischio aumenta con l’aumentare dell’età); 
●   precedente radioterapia toracica (soprattutto se eseguita prima dei 30 anni); 
●   storia personale di tumore della mammella; 
●   precedenti patologie mammarie (iperplasia atipica, carcinoma lobulare in situ); 
●   anomalie mammografiche (microcalcificazioni); 
●   storia familiare di tumore della mammella (che ha colpito madre e/o sorella); 
●   menarca precoce; 
●   nulliparità; 
●   mancato allattamento al seno; 
●   prima gravidanza a termine in età superiore ai 30 anni; 
●   menopausa tardiva; 
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●   terapia ormonale sostitutiva; 
●   stile di vita sbagliato, vale a dire obesità, scarsa attività fisica, uso di alcool, elevato 
consumo di carboidrati e di grassi saturi; 
●   fattori di rischio genetici. 
  
Il 5-7% dei tumori mammari risulta connesso a fattori genetici, che possono essere: 
●   mutazione di BRCA 1 e/o BRCA 2 (presenti nei 2/3 dei casi); 
●   mutazioni del gene ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) o del gene CHEK24; 
●   sindrome di Li-Fraumeni (mutazione di p53); 
●   sindrome di Cowden (mutazione del gene PTEN); 
●   atassia-teleangectasia; 
●   sindrome di Peutz-Jeghers. 
  
  
  
1.3.3-Classificazione immunofenotipica 
  
Del tumore della mammella esistono una classificazione istologica, una classificazione 
molecolare, una classificazione secondo il sistema TNM e una classificazione 
immunofenotipica. 
La classificazione immunofenotipica è quella che ha maggiore rilevanza dal punto di 
vista clinico e terapeutico ed è quella che più ci interessa ai fini dello studio che 
presentiamo in quanto uno dei criteri classificativi è la presenza di recettori ormonali. 
  
Quando nella classificazione si parla di recettori ormonali ci si riferisce ai recettori degli 
estrogeni (ER) e ai recettori del progesterone (PR). 
 
HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) è una glicoproteina transmembrana 
coinvolta nel controllo della proliferazione cellulare che viene stimolata da vari fattori di 
crescita. L’amplificazione del relativo gene causa la sua iperespressione, che a sua volta 
stimola la crescita della popolazione neoplastica. 
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La classificazione immunofenotipica divide i tumori della mammella in: 
 
●   luminali A, con recettori ormonali positivi, HER2 negativo e bassa attività 
proliferativa (di cui fanno parte frequentemente alcuni istotipi speciali quali 
carcinoma tubulare, carcinoma lobulare tipo classico); 
 
●   luminali B/ HER2 negativi, con recettori ormonali positivi, HER2 negativo ed alta 
attività proliferativa; 
 
●   luminali B/HER2 positivi, con recettori ormonali positivi, HER2 iperespresso 
(score 3+ delle reazioni di immunoistochimica) o amplificato, attività proliferativa 
di grado variabile; 
 
●   HER2 positivi (non luminali), con HER2 iperespresso (score 3+ delle reazioni di 
immunoistochimica) o amplificato (FISH o altre metodiche) ed entrambi i recettori 
ormonali negativi; 
 
●   tripli negativi, con assenza di espressione dei recettori ormonali e negatività di 
HER2. 
 
La classificazione immunofenotipica è importante anche dal punto di vista prognostico, 
poiché i tumori con recettori ormonali positivi hanno una prognosi nettamente migliore di 
quelli con recettori ormonali negativi, e nell’ambito dei tumori con recettori ormonali 
positivi quelli con bassa attività proliferativa hanno una prognosi migliore rispetto a quelli 
con elevata attività proliferativa. 
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1.3.4-Patogenesi biomolecolare del tumore della mammella 
  
Nello studio che presentiamo si pone l’attenzione sulla motilità delle cellule tumorali della 
mammella, che gioca un ruolo fondamentale nell’ambito della progressione della patologia 
tumorale, essendo -come è intuitivo- connessa alla possibilità di dare diffusione e 
metastatizzazione.  
 
La progressione della patologia tumorale è determinata dalla comparsa progressiva di 
nuove mutazioni, che si sommano a quelle esistenti: in questo modo le cellule neoplastiche 
diventano in grado di invadere i tessuti circostanti e di diffondere nell’organismo e dare 
metastasi. 
 
In primo luogo, la cellula mutata dà origine ad un clone di cellule mutate che rimane in 
situ; successivamente le mutazioni a carico delle cellule tumorali si accumulano e 
originano subcloni cellulari che acquisiscono particolari competenze: da un clone di cellule 
omogenee si passa a subcloni eterogenei di cellule che via via sviluppano un più alto grado 
di malignità.  
 
Gli eventi fondamentali per passare da lesioni preneoplastiche a carcinoma in situ sono la 
perdita della capacità di riparare il DNA, la perdita della capacità di andare incontro ad 
apoptosi e la perdita del controllo della normale proliferazione cellulare. 
 
Le mutazioni più comuni e cui si dà maggior peso in questo contesto sono la mutazione del 
gene p53 e l’amplificazione del gene erb-B2. 
 
Si passa da carcinoma in situ a carcinoma infiltrante quando il carcinoma non è più 
contenuto nella membrana basale, avendo acquisito capacità infiltrante dovuta ad un 
aumento della tensione locale, ad un aumento della motilità, a minore coesività delle 
cellule tumorali, alla presenza di sostanze che facilitano la lisi e la penetrazione cellulare 
ed a fenomeni angiogenetici. 
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1.4-Ormoni steroidei sessuali e tumore della mammella 
 
Essendo il tessuto mammario estremamente responsivo agli ormoni, si è sempre andati alla 
ricerca della relazione esistente tra i vari ormoni e il tumore della mammella, sia nell’ottica 
di individuare dei fattori di rischio su cui agire per fare prevenzione primaria sia nell’ottica 
di individuare delle vie di trasmissione del segnale su cui lavorare per impostare una 
terapia contro il tumore della mammella. 
 
La complessità della questione è enorme, dal momento che le relazioni possono mutare in 
funzione delle dosi, della durata dell’esposizione, dell’assetto ormonale complessivo, 
dell’attivazione di enzimi che metabolizzano gli ormoni. Inoltre le relazioni possono 
evidenziarsi con il processo di iniziazione tumorale, quello di promozione o quello di 
progressione oppure con più di uno. 
 
Per gli estrogeni e per il progesterone la relazione con il tumore della mammella è 
acclarata, mentre la relazione esistente tra androgeni e tumore della mammella è molto più 
controversa: se da una parte è vero che gli androgeni hanno azione anti-proliferativa, 
dall’altra il nostro studio ci permette di rilevare che possono stimolare la progressione 
tumorale regolando la motilità e l’invasione delle cellule tumorali della mammella. 
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1.4.1-Estrogeni e tumore della mammella 
 
 
1.4.1.1-Recettori degli estrogeni (ER) 
  
I recettori ER fanno parte della superfamiglia dei recettori degli ormoni steroidei e sono 
localizzati a livello nucleare, dove sono complessati con le proteine dello shock termico 70, 
90 e 56 (HSP: Heat Shock Proteins) e questa conformazione li mantiene inattivi. 
  
I recettori ER sono presenti nell’organismo in due isoforme principali: 
●   ERalfa, che è codificato da un gene localizzato sul cromosoma 6 (6q25.1) e che è 
espresso principalmente a livello della mammella, dell’utero e della vagina ma è 
presente in modiche quantità anche in vari altri organi; 
●   ERbeta, che è codificato da un gene localizzato sul cromosoma 14 (14q22-24) e che 
è espresso a livello dell’ovaio, della prostata, dei testicoli, della milza, dei polmoni 
e del timo, oltre che, in minima parte, a livello del sistema nervoso centrale e 
dell’apparato cardiovascolare. 
  
L’isoforma che ci interessa ai fini dello studio è l’isoforma ERalfa, che ha effetto 
proliferativo e di stimolazione della differenziazione cellulare, al contrario dell’isoforma 
ERbeta, che ha effetto anti-proliferativo. 
 
 Gli effetti biologici dei recettori ER possono ottenersi tramite varie vie: 
●   la via classica ligando-dipendente; 
●   la via ligando-indipendente; 
●   la via ERE-indipendente; 
●   la via non genomica. 
  
La via classica ligando-dipendente è quella dei ligandi che, essendo liposolubili, 
attraversano la membrana cellulare per diffusione e giungono a livello nucleare, dove si 
legano ai recettori ER con legame non covalente, determinando la dissociazione dei 
 
            
 18 
recettori dalle HSP. A quel punto, il complesso estrogeno-rettore migra e si lega a 
specifiche sequenze di DNA, le sequenze ERE (Elementi Responsivi agli Estrogeni), che 
sono elementi localizzati in cis in geni sottoposti a controllo estrogenico. Il legame del 
complesso al DNA stabilizza il complesso d’inizio della trascrizione e favorisce il 
reclutamento dell’RNA polimerasi II per dare l’avvio alla trascrizione di mRNA specifico. 
  
La via ligando-indipendente è quella per cui i recettori ER possono essere attivati in 
assenza di ligando. 
Questo può avvenire allorquando si abbia fosforilazione di determinati residui. 
Nello specifico, il recettore ERalfa può essere attivato a seguito di fosforilazione della 
Serfv  118 mediata dalle MAP kinasi attivata da EGFR, insulina, IGF-I, IGF-II e TGF-
beta. 
Questa via di segnalazione è lenta: i suoi effetti si osservano dopo ore o giorni. 
  
La via ERE-indipendente è quella per cui i recettori ER attivati dal ligando sono in grado 
di modulare la trascrizione di geni che non presentano sequenze ERE, e lo fanno non 
direttamente ma attraverso altri fattori di trascrizione, come AP-1 (Activating Protein-1), 
che si lega a sequenze di DNA ricche di guanine e di citosine. 
  
La via non genomica è la via che rende ragione del fatto che gli estrogeni sono in grado di 
svolgere azioni biologiche che non prevedono la modulazione genica. 
Si tratta di azioni che sono troppo rapide per essere sostenute dalla sintesi di RNA e di 
proteine 
(si verificano entro pochi minuti dalla somministrazione dell’ormone) e che sono riprodotte 
anche a seguito di aggiunta di inibitori della trascrizione o della sintesi proteica. 
Si è osservato che la somministrazione di estradiolo (E2) può anche avere effetti a breve 
termine (da secondi a minuti), che includono l’attivazione di kinasi e di fosfatasi e 
determinano un aumento del flusso ionico attraverso la membrana cellulare, effetto che 
esula dall’azione genomica che i recettori ER hanno [1].  
A seguito di questa osservazione si è ipotizzato che possa esserci un gruppo di recettori ER 
di membrana che attivati dal legame con E2 sarebbero in grado di attivare direttamente vie 
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di segnalazione citoplasmatiche, tra cui quelle delle MAP kinasi e di Src, implicate nel 
controllo della proliferazione cellulare. 
I primi riferimenti ad una sottopopolazione di recettori ER di membrana risalgono al 1977, 
quando Pietras e Szego descrissero la presenza di siti di legame per E2 a livello della 
membrana citoplasmatica di cellule endometriali [2].  
Si ritiene che i recettori degli estrogeni di membrana siano coinvolti in diverse vie di 
trasduzione del segnale, ma non è ancora chiaro quali siano le caratteristiche di questo pool 
di recettori ER di membrana: alcuni gruppi hanno sostenuto che i recettori di membrana 
siano gli stessi ERalfa e ERbeta che traslocano in membrana [3], altri gruppi hanno 
indicato i recettori di membrana come nuovi membri della famiglia degli ER (né ERalfa né 
ERbeta) [4], altri ancora hanno descritto i recettori di membrana come accoppiati alle 
proteine G [5].  
 
 
1.4.1.2-Estrogeni: generalità 
 
Gli estrogeni vengono prodotti: 
- in massima parte dalle ovaie; 
- in modiche quantità dalla corticale dei surreni; 
- in notevolissima quantità dalla placenta; 
- a partire da composti androgenici attraverso reazioni catalizzate dall’aromatasi. 
 
I principali estrogeni sono: 
- estrone (E1); 
- estradiolo (E2); 
- estriolo (E3). 
 
 
 
 
 
 
            
 20 
 
 
estrone (E1)    
 
estradiolo (E2)   
 
 
estriolo (E3)   
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Nella donna non gravida in età fertile gli estrogeni sono secreti in notevole quantità dalle 
ovaie in risposta allo stimolo della gonadotropina ipofisaria LH e solo in piccola parte dalla 
corticale dei surreni.  In questo periodo della vita, l’estrogeno maggiormente rappresentato 
è l’estradiolo, che viene prodotto dalle ovaie, mentre la concentrazione di estrone, che 
viene prodotto dalle ovaie solo in minime quantità e viene prodotto principalmente a livello 
dei tessuti periferici a partire dagli androgeni, è modesta e la concentrazione di estriolo, 
che si forma nel fegato a partire da estradiolo e da estrone per ossidazione, è modestissina. 
 
Nel corso della gravidanza dalla placenta vengono secrete notevolissime quantità di 
estriolo, il cui precursore principale è il deidroepiandrosterone solfato (DHEA-S), prodotto 
dalla corteccia surrenale fetale e idrossilato a livello dell'epatocita fetale; il 16-OH-DHES-
S passa nella placenta dove viene trasformato in 16-OH androstenedione ed infine 
aromatizzato in estriolo, che passa nel circolo materno.  
 
Nella donna in menopausa la produzione di estrogeni da parte delle ovaie cessa e il tono 
estrogenico si riduce notevolmente; in questa fase gli estrogeni vengono prodotti dalla 
corticale dei surreni e per conversione dai composti androgenici, e l’estrogeno 
maggiormente rappresentato è l’estrone. 
 
Nell’uomo la concentrazione ematica di estrogeni è modestissima e i pochi estrogeni in 
circolo sono prodotti dalla corticale dei surreni. 
 
L’estradiolo è 12 volte più potente dell’estrone e 80 più dell’estriolo. 
L’estriolo è molto poco potente per via dell’instabilità del suo legame al complesso 
recettoriale. 
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Principali bersagli degli estrogeni 
 
Effetti degli estrogeni: 
- determinano lo sviluppo degli organi genitali femminili, dell’utero e dei caratteri 
sessuali secondari; 
- permettono la fecondazione e la gravidanza, regolando il ciclo mestruale;  
- inibiscono l’attività degli osteoclasti, stimolando l’accrescimento osseo; 
- in fase puberale inducono la chiusura delle cartilagini di coniugazione delle ossa 
lunghe, determinando l’arresto della crescita staturale; 
- stimolano la sintesi proteica (ma meno degli androgeni); 
- favoriscono la deposizione di tessuto adiposo sottocutaneo a livello di natiche, 
cosce e addome; 
- stimolano il riassorbimento di sodio e di acqua; 
- rendono la pelle morbida e liscia e inducono maggiore vascolarizzazione cutanea, 
con conseguente aumento della temperatura e maggiore tendenza di eventuali ferite 
al sanguinamento; 
- stimolano la sintesi di trigliceridi e l'aumento delle lipoproteine HDL, con l’effetto 
di proteggere le pareti vasali dal danno arteriosclerotico; 
- stimolano la lipolisi nel tessuto muscolare e nel tessuto adiposo; 
- regolano molte funzioni cerebrali fra cui l'attenzione e la memoria; 
- stimolano la sintesi epatica di numerosi enzimi e proteine (SHBG, 
angiotensinogeno). 
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1.4.1.3-Relazione tra estrogeni e tumore della mammella secondo la 
letteratura scientifica 
 
Gli estrogeni giocano un ruolo di rilievo sia nello sviluppo sia nella progressione della 
patologia tumorale mammaria. 
 
Un’esposizione agli estrogeni più prolungata della media, come in caso di menarca 
precoce, menopausa tardiva o terapia ormonale post-menopausale, è associata a un rischio 
maggiore di sviluppare tumore della mammella [6]. Questo dato è emerso già agli inizi 
degli anni ’80, ma solo a seguito della pubblicazione dei risultati ottenuti nell’ambito dello 
studio Women's Health Initiative (WHI) del 2002 e del Million Women Study del 2003, il 
tema dell’aumentato rischio di tumore della mammella per le donne che fanno terapia 
ormonale sostitutiva è diventato un tema caldo e a seguito di questo c’è stata una riduzione 
del ricorso alla terapia ormonale post-menopausale.  
 
I meccanismi attraverso i quali gli estrogeni partecipano attivamente a ciascuna fase del 
processo carcinogenetico (iniziazione, promozione e progressione) nella mammella sono 
estremamente complessi.   
Essi coinvolgono le vie di segnalazione descritte nel paragrafo precedente, con effetti 
genomici e non genomici, ma anche il danno genomico ottenuto tramite la via dei catecoli 
e la trasformazione, catalizzata da vari citocromi P-450, in metaboliti estrogenici che poi 
producono ROS (Reactive Oxygen Species), che si rendono responsabili di stress 
ossidativo e danno genomico [7-10].  
Ad agosto di quest’anno è stato pubblicato un articolo relativo ad uno studio in cui si 
metteva sotto la lente di ingrandimento il metabolismo di E2, che si è visto può 
determinare danni al DNA attraverso due meccanismi: 
- formazione di addotti con adenina e guanina, permessa dal rilascio di basi puriniche 
dalla catena di DNA, col risultato di lasciare tratti di DNA privi di purine, cosicché 
facilmente subiscono mutazioni ed errori di riparazione del DNA; 
- produzione di ROS per via della reazione di ossidoriduzione da 4-OH E2 a 3,4 
estradiolo quinone (E2-3,4-Q) e poi di nuovo a 4-OH E2 [11]. 
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Un altro articolo di agosto si occupa dei meccanismi attraverso i quali E2 e E1 si rendono 
responsabili dell’aumentato rischio di sviluppare tumore della mammella, tumore 
dell’utero e tumore del rene e suggerisce trattamenti di prevenzione primaria [12]. 
 
Uno studio del nostro laboratorio pubblicato nel 2008 ha evidenziato la relazione esistente 
tra E2 e progressione tumorale in termini di migrazione e invasione tumorali, descrivendo 
una via di segnalazione che passa per il rimodellamento del citoscheletro di actina, ottenuto 
grazie all’attivazione della moesina per fosforilazione [13]. 
 
Recentemente il nostro laboratorio di ricerca ha studiato un quarto estrogeno, E4, che è 
prodotto dal fegato durante la gravidanza e si trova sia nella circolazione materna sia nella 
circolazione fetale [14-18]; a concentrazione ematica fetale di E4 è 10-20 volte maggiore 
di quella materna [19].  
Oggi tale estrogeno viene usato in ambito contraccettivo e per la terapia ormonale 
sostitutiva per via della sua disponibilità orale e per il minimo legame a SHBG, oltre che 
per la lunga emivita che ne permette una somministrazione giornaliera [20, 21]. 
Lo studio del nostro laboratorio ha inteso studiare la relazione tra E4 e progressione della 
patologia tumorale mammaria e ha permesso di evidenziare che E4 si lega sia al recettore 
ERalfa sia a quello ERbeta (con un’affinità 4 volte inferiore) e : 
- se somministrato da solo ha modesti effetti estrogenici; 
- se somministrato insieme con E2 si comporta da anti-estrogeno [22]. 
 
 
1.4.1.4- Terapia ormonale anti-estrogenica per tumore della mammella 
 
Essendo stata dimostrata la stretta relazione esistente tra estrogeni e progressione tumorale 
mammaria, l’ormonoterapia nel caso del tumore della mammella ha come finalità bloccare 
l’attività degli estrogeni attraverso due possibili meccanismi: 
- riducendo la produzione di ormoni da parte della cellula tumorale; 
- impedendo alla cellula tumorale di usare gli estrogeni prodotti. 
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Indicazioni secondo le linee guida AIOM 
 
In caso di carcinoma mammario infiltrante l’ormonoterapia adiuvante è indicata per le 
pazienti con tumori ormonoresponsivi, intendendo per questi tumori ER-positivi (≥1%) 
oppure PR-positivi (≥1%) o ER-positivi e PR-positivi insieme. 
 
Nel caso di tumori microinvasivi l’eventuale prescrizione di ormonoterapia deve basarsi 
sulla determinazione dei recettori ormonali in seno alla componente invasiva. 
 
La terapia ormonale può essere proposta anche come terapia primaria a pazienti con 
carcinoma mammario ormono-sensibile che alla presentazione risulta inoperabile o di 
grandi dimensioni oppure a pazienti che presentano controindicazioni alla chirurgia e/o alla 
chemioterapia.  
Nel primo caso, lo scopo della terapia è rendere il tumore operabile o aumentare la 
probabilità di poter accedere ad una terapia conservativa invece che a una mastectomia. 
La terapia ormonale primaria è indicata solo in post-menopausa: la possibilità di attuarla 
nelle donne in età fertile è ancora oggetto di ricerca. 
 
Un’altra indicazione alla terapia ormonale è costituita da malattia metastatica, perseguendo 
uno scopo palliativo. 
 
Tabella indicazioni alla terapia ormonale adiuvante per carcinoma infiltrante  
 
 grado d i raccomandaz ione S IGN 
 
    raccomandaz ione c l in ica 
 
  forza de l la raccomandaz ione 
A Nelle pazienti in pre-menopausa o 
perimenopausa con diagnosi di carcinoma 
mammario infiltrante operato ER+ e/o 
PR+, indipendentemente dalle altre 
caratteristiche della neoplasia, deve 
essere somministrato tamoxifene per 5 
anni [23].   
positiva forte 
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B Nelle pazienti con diagnosi di carcinoma 
mammario infiltrante operato ER+ e/o 
PR+ ancora in pre-menopausa o 
perimenopausa dopo 5 anni di terapia 
ormonale adiuvante con tamoxifene, può̀ 
essere valutata la prosecuzione di 
tamoxifene per ulteriori 5 anni [24]. 
positiva debole 
A Le pazienti in post-menopausa con 
carcinoma mammario operato ER+ e/o 
PR+ candidate ad ormonoterapia 
adiuvante devono essere trattate con 
terapia che comprenda inibitori 
dell’aromatasi [25].  
positiva forte 
B Nelle pazienti in post-menopausa con 
carcinoma mammario ER+ e/o PR+ gli 
inibitori dell’aromatasi possono essere 
somministrati in monoterapia per 5 anni 
oppure in sequenza per 3-2 anni dopo 
tamoxifene somministrato per 2-3 anni 
[25]. 
positiva debole 
B Nelle donne in post-menopausa che 
hanno completato 5 anni di tamoxifene, 
particolarmente in alcuni sottogruppi, 
deve essere preso in considerazione 
l’utilizzo degli inibitori dell’aromatasi per 
altri 5 anni [26]. 
positiva forte 
B Nelle pazienti in post-menopausa con 
diagnosi di carcinoma mammario 
infiltrante operato ER+ e/o PR+ 
sottoposte a 5 anni di terapia ormonale 
con tamoxifene, può̀ essere presa in 
considerazione la prosecuzione di 
tamoxifene per ulteriori 5 anni, in 
presenza di controindicazioni o 
intolleranza agli inibitori dell’aromatasi 
[24]. 
positiva debole 
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Farmaci utilizzati 
 
I farmaci ormonali che si possono utilizzare nel tumore della mammella sono: 
- tamoxifene; 
- inibitori dell’aromatasi; 
- agonisti di LHRH. 
 
Il tamoxifene è un antiestrogeno e si lega selettivamente al recettore ER, impedendo il 
legame degli estrogeni; si somministra alle donne in età fertile, che hanno alti livelli di 
estrogeni, e alle donne in post-menopausa che presentano controindicazioni all’assunzione 
di inibitori dell’aromatasi. 
 
Gli inibitori dell’aromatasi si somministrano alle donne in post-menopausa in quanto in 
seguito alla menopausa la produzione di estrogeni da parte delle ovaie si riduce fino a 
scomparire ma gli estrogeni non sono del tutto assenti: nei muscoli, nel fegato e nel tessuto 
adiposo c’è comunque una produzione di estrogeni a partire dal testosterone, ed è questa 
che viene contrastata dagli inibitori dell’aromatasi. 
 
Gli agonisti di LHRH bloccano la produzione dell'ormone luteinizzante (LH), con cui 
l'ipofisi stimola l'attività delle ovaie e dei testicoli. 
Si discute se associarli o meno al tamoxifene nelle donne in età fertile, ma al momento non 
ci sono forti indicazioni a farlo. 
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1.4.2-Progesterone e tumore della mammella 
 
 
1.4.2.1-Recettori del progesterone (ER) 
 
I recettori del progesterone fanno parte della superfamiglia dei recettori degli ormoni 
steroidei, quindi hanno localizzazione nucleare e le vie di segnalazione sono sovrapponibili 
a quelle descritte per i recettori ER. 
Il recettore umano del progesterone (PR) viene espresso in due isoforme, PRA (94 kDa) e 
PRB (114 KDa), che sono codificate dallo stesso gene. 
L’isoforma PRA è una versione tronca dell’isoforma PRB, mancando dei primi 164 
amminoacidi N-terminali. 
PRA funziona da repressore dell'attività trascrizionale di PRB, del recettore dei 
glucocorticoidi, del recettore ER e del recettore dei mineralicorticoidi. 
PRB funziona principalmente da attivatore trascrizionale: i livelli di espressione di PRB 
risultano elevati nei nuclei dello stroma e delle ghiandole endometriali nella fase 
proliferativa del ciclo mestruale, bassi durante la fase secretoria e all'inizio della 
gravidanza. 
 
 
1.4.2.2-Progesterone e progestinici: generalità 
 
I progestinici naturali sono: 
- progesterone (il principale progestinico umano); 
- 17-alfa-idrossiprogesterone (che ha gli stessi effetti del progesterone e viene secreto 
in modestissima quantità). 
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Progesterone 
 
Il progesterone viene prodotto da: 
- ovaie; 
- surreni; 
- corpo luteo; 
- placenta. 
 
Nella fase luteinica piccole quantità di progesterone vengono secrete da ovaie e surreni. 
Dopo l’ovulazione, nella seconda metà del ciclo mestruale (detta anche fase progestinica), 
il progesterone viene secreto in quantità molto significative dal corpo luteo, allo scopo di 
favorire la fecondazione della cellula uomo e il suo annidamento a livello dell’endometrio. 
In questa fase il progesterone si rende responsabile anche di modificazioni della struttura e 
dell’attività funzionale di tube e mammella, sempre nell’ottica di favorire una gravidanza. 
Durante la gravidanza il progesterone è prodotto in notevolissime quantità dalla placenta, 
specialmente a partire dal quarto mese di gestazione. Il progesterone: 
- prima ancora che si abbia l’impianto dell’embrione, stimola le tube e l’utero a 
secernere sostanze di nutrimento per lo sviluppo della morula e della blastocisti; 
- stimola lo sviluppo delle cellule deciduali dell’endometrio, fondamentali per la 
nutrizione dell’embrione nelle prime fasi di sviluppo; 
- inibisce la contrattilità del miometrio; 
- induce una leggera immunodepressione funzionale alla gravidanza; 
- determina modificazioni dell’albero ghiandolare mammario. 
Oltre al progesterone naturale, oggi nella pratica clinica si usano molto i progestinici di 
sintesi, che risultano avere attività maggiore di quella del progesterone naturale.  
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1.4.2.3-Relazione tra progestinici e tumore della mammella secondo la 
letteratura scientifica 
 
I progestinici trovano ampio impiego in ambito contraccettivo e nel trattamento ormonale 
sostitutivo, ma vengono usati anche per ridurre il rischio di aborto spontaneo e di parto 
pretermine e per il trattamento della dismenorrea. 
 
Come descritto nel paragrafo 1.2, il progesterone gioca un ruolo di rilievo nello sviluppo e 
nelle modificazioni fisiologiche della ghiandola mammaria. 
 
La relazione tra progesterone e tumore della mammella è diventata oggetto di ricerca per 
via del fatto che -come anticipato- la terapia ormonale sostitutiva (HRT, Hormone 
Replacement Therapy) oggi prevede anche l’utilizzo di progestinici, allo scopo di 
prevenire un’inappropriata proliferazione endometriale estrogeno-dipendente.  
 
Studi condotti qualche anno fa nell’ambito della Multiethnic Cohort and Women's Health 
Initiative hanno documentano che donne in post-menopausa che avevano effettuato una 
terapia ormonale sostitutiva a base di estroprogestinici avevano un rischio maggiore di 
sviluppare tumore della mammella rispetto a donne che avevano effettuato una terapia 
ormonale sostitutiva solo a base di estrogeni, suggerendo che i progestinici possano 
contribuire allo sviluppo e alla progressione del tumore mammario dopo la menopausa [27, 
28]. 
 
Tuttavia c’è da considerare che per la terapia ormonale sostitutiva vengono utilizzati 
agonisti del recettore PR molto diversi tra di loro, tra dal progesterone naturale (P) ai vari 
progestinici di sintesi [29]; le proprietà farmacologiche dei vari progestinici variano in base 
alla molecola dalla quale derivano, con il risultato di avere delle attività biologiche 
eterogenee tra loro [29, 30].  
Per esempio: 
- il medroidrossiprogesterone acetato (MPA), che deriva dal 17-alfa-
idrossiprogesterone, mostra anche attività glucocorticoide [29]; 
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- il drospirenone (DRSP), che deriva dallo spironolattone, mostra anche attività anti-
androgenica e anti-mineralcorticoide [31]; 
- il nestorone (NES), che deriva dal 19-norprogesterone, mostra solo attività 
progestinica [32]. 
Pertanto progestinici differenti possono essere associati allo sviluppo e alla progressione 
della patologia tumorale mammaria in modi diversi. Per esempio, uno studio di coorte 
francese e lo studio E3N-EPIC mostrano che la terapia ormonale sostitutiva combinata con 
progestinici di sintesi è associata ad un aumentato rischio di tumore della mammella in 
donne in post-menopausa, mentre quella con progesterone naturale no [33, 34].  
 
Sono stati condotti degli studi che hanno evidenziato i meccanismi attraverso i quali i 
progestinici tradizionali stimolano la proliferazione delle cellule tumorali della mammella 
[35], che coinvolgono l’espressione della caveolina-1 [36] e l’up-regulation 
dell’espressione della ciclina D1 [37]. 
 
Uno studio condotto dal nostro laboratorio e pubblicato nel 2008 ha inteso valutare 
l’effetto di P, MPA, DRSP e NES, ciascuno assunto singolarmente o in associazione con 
E2, sulla migrazione e l’invasione tumorale delle cellule T-47D. Si è visto che tutti i 
progestinici testati stimolano la migrazione orizzontale e l’invasione della matrice 
tridimensionale, ma nel farlo non sono tutti potenti allo stesso modo: il più potente in 
questo senso si è rivelato MPA e il meno potente DRSP. Inoltre si è visto che quando il 
progestinico era associato a E2, l’effetto di E2 veniva potenziato. L’effetto dei vari 
progestinici, così come quello di E2, passa per l’attivazione della moesina, che determina 
un riarrangiamento del citoscheletro di actina [38]. 
 
Due altri studi condotti dal nostro laboratorio e pubblicati qualche anno fa hanno 
evidenziato che gli effetti del progesterone sulla motilità delle cellule T-47D passano per la 
formazione di complessi FA (Focal Adhesion), che costituiscono per la cellula tumorale 
siti di ancoraggio alla matrice extracellulare. Tali complessi si formano a seguito della 
fosforilazione di Tyr397 della FAK (Focal Adhesion Kinase), che è un processo dose- e 
tempo-dipendente. La via di segnalazione parte dall’interazione tra il recettore PR attivato 
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e la tirosin kinasi c-Src, che attiva la fosfaditilinositolo 3-kinasi e la piccola GTPasi RhoA 
con la kinasi associata (ROCK-2) [39, 40].  
Finora si è parlato di recettori PR in generale, ma -come evidenziato precedentemente- ne 
esistono due isoforme, ed è proprio sul ruolo di ciascuna isoforma che ha puntato 
l’attenzione un gruppo di ricerca francese, che l’anno scorso ha reso noto il risultato dello 
studio condotto: l’isoforma PRB è quella responsabile dell’attivazione della cascata del 
segnale che media l’effetto stimolante la motilità cellulare, mentre l’isoforma PRA è 
scarsamente attiva in questo senso, ma nel caso in cui l’isoforma PRB e l’isoforma PRA 
siano coespresse, PRA potenzia gli effetti di PRB [41]. 
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1.4.3-Androgeni e tumore della mammella 
 
 
1.4.3.1-Recettore degli androgeni (AR) 
 
Anche i recettori AR fanno parte della superfamiglia dei recettori degli ormoni steroidei, 
quindi hanno localizzazione nucleare e le vie di segnalazione sono sovrapponibili a quelle 
descritte per i recettori ER. 
Il recettore degli androgeni lega i seguenti ormoni steroidei in ordine di affinità 
decrescente: DHT, T, estrogeni, progesterone. 
 
 
1.4.3.2-Androgeni: generalità 
 
Gli androgeni di maggiore rilievo dal punto di vista clinico sono: 
- testosterone; 
- diidrotestosterone; 
- deidroepiandrosterone. 
 
 
 Testosterone 
 
ll testosterone è un ormone steroideo del gruppo androgeno prodotto soprattutto dalle 
cellule interstiziali di Leydig nei testicoli e in minima parte dalle ovaie e dalla corteccia 
surrenale. 
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Il testosterone viene sintetizzato a partire dal colesterolo. 
 
Le cellule di Leydig si trovano negli interstizi tra i tubuli seminiferi e sono in quantità 
variabile nel corso della vita: nei neonati sono molto numerose, nei bambini sono scarse 
(tanto che i bambini quasi non secernono testosterone), a partire dalla pubertà sono 
nuovamente numerose. 
 
Dopo essere stato secreto, il 97% del testosterone si lega labilmente a globuline 
plasmatiche o più stabilmente alla globulina legante gli steroidi sessuali (SHBG) e rimane 
in circolo nel sangue per un tempo compreso tra 30 minuti e alcune ore, prima di fissarsi ai 
tessuti ed essere degradato in prodotti inattivi che vengono escreti.  
 
La gran parte del testosterone che raggiunge i tessuti viene convertita in diidrotestosterone 
(DHT) pe opera dell’enzima 5alfa-reduttasi. 
Nel caso vi sia un eccesso di testosterone libero, questo può essere trasformato in 
estradiolo (E2) per mezzo di una reazione catalizzata dall’enzima aromatasi e che avviene 
soprattutto a livello del tessuto adiposo e del sistema nervoso centrale. Inoltre E2 inibisce 
la produzione di testosterone riducendo la secrezione ipotalamica di GnRH, con 
conseguente riduzione di LH e della stimolazione della sintesi di testosterone a livello 
testicolare. 
Pertanto il testosterone ha sia un metabolita androgenico (DHT) sia un metabolita 
estrogenico (E2), e questo è molto importante per le vie di segnalazione che può attivare. 
 
Il testosterone è un ormone presente anche nelle donne, che però mostrano una maggiore 
tendenza rispetto agli uomini a convertirlo in estrogeni. 
 
Effetti del testosterone: 
●   sviluppo degli organi sessuali nell’uomo; 
●   sviluppo dei caratteri sessuali secondari nell’uomo; 
●   stimolazione della maturazione degli spermatozoi; 
●   influenza su quantità e qualità di sperma prodotto, agendo su vescichette seminali e 
prostata; 
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●          regolazione della libido, dell’erezione e del piacere sessuale; 
●          anabolismo osseo; 
●      limitazione dello sviluppo delle ossa lunghe durante la pubertà attraverso 
l’induzione della saldatura delle epifisi, in maniera da evitare un accrescimento 
sproporzionato; 
●   anabolismo muscolare; 
●   vasoprotezione e miglioramento della circolazione sanguigna; 
●   stimolazione dell’ematopoiesi; 
●   stimolazione della lipolisi; 
●   riduzione dell’insulinoresistenza; 
●   miglioramento delle facoltà cognitive. 
 
 
  
 Diidrotestosterone 
 
Il diidrotestosterone (DHT) (nome completo: 5α-diidrotestosterone) è un metabolita 
biologicamente attivo del testosterone e la conversione da testosterone a diidrotestosterone 
si ha soprattutto nella prostata, nei testicoli, nei follicoli dei capelli e nelle ghiandole 
surrenali ed è operata dall'enzima 5α-reduttasi con riduzione del doppio legame tra il 4° e il 
5° atomo di carbonio. 
 
Il DHT è ritenuto essere approssimativamente il triplo più potente del testosterone a causa 
della maggiore affinità con i recettori androgeni (AR).  
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Il DHT può essere inattivato nel muscolo scheletrico per azione della 3-alfa idrossisteroide 
deidrogenasi e per questo non ha effetto significativo sull'ipertrofia muscolare. 
 
L’azione del DHT è importantissima già durante la vita uterina, quando il 
diidrotestosterone induce lo sviluppo dei genitali esterni maschili. Successivamente è 
determinante per lo sviluppo dei caratteri sessuali secondari. 
Un eccesso di DHT è stato messo in relazione con ipertrofia prostatica, tumore prostatico, 
calvizie androgenetica, acne, irsutismo, seborrea, mentre un deficit di DHT nell’uomo è 
associato a ginecomastia. 
 
 
La 5α-reduttasi è presente nell’organismo in due isoforme: 
●  il tipo I, presente nelle ghiandole sebacee, nel SNC e nel 
fegato; 
●  il tipo II, presente nella prostata e nei follicoli piliferi. 
 
 
 
 
 Deidroepiandrosterone 
 
 
Il deidroepiandrosterone (DHEA) (nome completo: 5-deidroepiandrosterone) è un 
ormone steroideo prodotto dalla corticale del surrene in risposta all'ormone ipofisario 
ACTH; negli uomini una piccola quota di DHEA viene prodotta dai testicoli.  
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Il DHEA è l’ormone steroideo più abbondante nel sangue e può essere considerato il 
capostipite degli ormoni steroidei: viene utilizzato per produrre ormoni sessuali 
(testosterone, estrogeni, progesterone) e cortisolo.  
Il DHEA viene prodotto a partire dal colesterolo.  
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1.4.3.3-Relazione tra androgeni e tumore della mammella secondo la 
letteratura scientifica 
 
Anche per quanto concerne il tema della relazione tra androgeni e tumore della mammella 
–che è quello alla comprensione del quale vogliamo offrire un contributo con lo studio che 
presentiamo- occorre distinguere tra: 
- relazione tra androgeni e rischio di sviluppare tumore della mammella; 
- ruolo degli androgeni nella progressione della patologia tumorale (che è ciò di cui 
si occupa il nostro studio). 
 
Relazione tra androgeni e rischio di sviluppare tumore della mammella 
 
Uno studio pubblicato nel 2004 condotto su donne in post-menopausa ha messo in 
evidenza una correlazione statisticamente significativa tra le concentrazioni di androgeni e 
il rischio di sviluppare carcinoma mammario, in particolare carcinoma mammario 
ER+/PR+. La stessa cosa è stata evidenziata per gli estrogeni, mentre per il progesterone e 
la SHBG no [42].   
  
Un altro studio, pubblicato nel 2005 e condotto su donne in menopausa che avevano 
sviluppato carcinoma mammario, ha evidenziato una correlazione statisticamente 
significativa tra elevati livelli di androgeni e di estrogeni e carcinoma mammario, mentre la 
relazione tra SHBG si è manifestata di segno opposto [43].  
 
L’anno scorso sono stati resi noi i risultati di uno studio che si è occupato dell’incidenza 
del carcinoma mammario in donne che avevano effettuato una terapia a base di 
testosterone sottocute non associata ad una terapia sistemica a base di estrogeni. Le donne 
avevano assunto testosterone o testosterone combinato con anastrozole, un inibitore 
dell’aromatasi. 
La conclusione è stata che il testosterone o la combinazione di testosterone e anastrozole 
per via sottocutanea riducevano l’incidenza di tumore della mammella nelle donne in pre-
menopausa e in post-menopausa [44].  
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Ruolo del testosterone nella progressione tumorale 
 
Uno studio del 2009 ha valutato lo stato dei recettori AR e dei recettori ER in una coorte di 
pazienti con cancro duttale infiltrante e ha evidenziato che AR e ER erano coespressi 
nell’80-90% dei casi e la presenza di recettori AR era un fattore prognostico indipendente 
in caso di carcinoma mammario con recettori ERalfa, in quanto il recettore AR inibisce 
l’attivazione del recettore ERalfa e la crescita tumorale indotta da E2: ha valore 
prognostico positivo [45]. Il risultato è stato confermato da uno studio condotto da un altro 
gruppo di ricerca e pubblicato due anni dopo [46]. 
 
Uno studio del 2008 ha evidenziato come una delle difficoltà in cui si incorre studiando gli 
androgeni è legata alla conversione degli androgeni in estrogeni operata dall’aromatasi. Si 
è studiato l’effetto di DHT e di mibolerone sulla proliferazione delle cellule tumorali della 
mammella indotta da E2.  L’inibizione indotta da DHT è stata modesta, mentre quella 
indotta dal mibolerone è stata significativa; tale effetto poteva essere eliminato bloccando i 
recettori AR. Inoltre si è evidenziato che l’inibizione indotta dal mibolerone è significativa 
in caso di carcinomi con recettori AR e con recettori PR, quindi si è concluso che l’azione 
del mibolerone passa anche per la via dei recettori PR, al contrario di quanto avviene per 
DHT, che ha scarso effetto sui recettori PR. Il tutto dimostra che il mibolerone ha sulle 
cellule tumorali della mammella sia effetti di tipo androgenico sia effetti di tipo 
progestinico [47]. 
  
Come evidenziato nel paragrafo 1.4.1.4, la terapia ormonale del carcinoma mammario si 
basa sull’utilizzo di tamoxifene e di inibitori dell’aromatasi. Alcuni tumori ormono-
sensibili risultano resistenti a tali farmaci e da un po’ di anni si studia questo fenomeno allo 
scopo di evidenziarne le basi biologiche per poi eventualmente abbracciare strategie 
terapeutiche che aggirino l’ostacolo. 
Uno studio pubblicato nel 2010 ha evidenziato che nei tumori resistenti al tamoxifene i 
recettori AR erano molto rappresentati e quelli ERalfa ridotti e si è visto che 
l’iperespressione di AR rendeva le cellule ER+ resistenti al tamoxifene. Trattamenti con 
DHT non facevano venire meno la resistenza, mentre trattamenti con l’antagonista del 
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recettore AR bicalutamide facevano venir meno la resistenza, suggerendo un ruolo chiave 
dei recettori AR nel meccanismo di resistenza al tamoxifene [48].  
Uno studio del 2013 ha mostrato come l’iperespressione dei recettori AR in caso di tumore 
della mammella con recettori ormonali positivi è associato a resistenza agli inibitori 
dell’aromatasi, che è la chiave della progressione tumorale [49].  
Gli stessi risultati sono emersi in uno studio che è stato pubblicato quest’anno, che 
evidenzia come in alcuni casi il tumore della mammella ER+ passa dall’essere ER-
dipendente all’essere AR-dipendente, rendendo appunto il tumore resistente agli inibitori 
dell’aromatasi [50].  
Sulla base di queste evidenze, ultimamente alcuni ricercatori hanno deciso di studiare cosa 
avviene se si bloccano i recettori AR in un tumore ormono-sensibile che mostra resistenza 
al tamoxifene o agli inibitori dell’aromatasi. Si è studiato il fenomeno della resistenza al 
tamoxifene di alcuni tumori ER+, evidenziando che le cellule tumorali MCF-7 ER+ nelle 
quali era stata indotta un’iperespressione di aromatasi e di AR non mostravano 
un’inibizione della crescita indotta dall’androstenedione se esposte a inibitori 
dell’aromatasi, al contrario di quanto avveniva per le cellule tumorali MCF-7 ER+ non 
modificate, cioè cellule tumorali che non presentavano iperespressione di aromatasi e di 
AR. Successivamente si è evidenziato che le cellule MCF-7 con iperespressione di AR, che 
avevano mostrato resistenza agli inibitori dell’aromatasi, diventavano sensibili agli 
inibitori dell’aromatasi se al contempo si somministravano bloccanti dei recettori AR o 
antiestrogeni. I risultati di questo studio suggeriscono che nei tumori ER positivi con 
iperespressione di AR, per ottenere una buona risposta alle terapie ormonali, occorre 
bloccare sia i recettori ERalfa sia i recettori AR [51].  
 
Sempre in tema di spunti per nuove strategie terapeutiche ormonali, c’è da evidenziare il 
risultato di uno studio recentissimo che si è occupato di tumori della mammella triplo 
negativi che però presentavano recettori AR (il 40-70% dei carcinomi ER- sono AR+) e ha 
evidenziato che la stimolazione dei recettori AR con agonisti non aromatizzabili inibiva 
fattori paracrini che sono importanti per l’invasione e per la metastatizzazione delle cellule 
mammarie tumorali [52] .  
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Tutti questi studi mostrano il crescente interesse della comunità scientifica verso i recettori 
AR, il cui ruolo è ancora da definire chiaramente ma che sicuramente sono di importanza 
fondamentale nella biologia del carcinoma mammario e di conseguenza nella terapia.  
Recentemente si è anche suggerito di usare la positività dei recettori AR per la tassonomia 
del tumore della mammella: è stato proposto di classificazione i carcinomi mammari in 
tipo HR0 (nessun recettore positivo), tipo HR1, tipo HR2 e tipo HR3 (ER+/PR+/AR+). 
Tale classificazione avrebbe un significato prognostico, con il tipo HR0 associato alla 
prognosi peggiore e quello HR3 associato alla prognosi migliore [53]. 
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1.5- Motilità cellulare: citoscheletro actinico 
 
La motilità cellulare è alla base della diffusione, dell’invasione e della metastatizzazione 
del tumore ed è ottenuta tramite rimodellamento del citoscheletro actinico e formazione di 
siti di ancoraggio della cellula alla matrice extracellulare [54].  
 
1.5.1-Struttura del citoscheletro  
 
Il citoscheletro è una struttura dinamica di filamenti e tubuli proteici che è implicata in 
molteplici aspetti della vita cellulare: 
- forma delle cellule; 
- sostegno delle membrane cellulari; 
- movimento della cellula e dei suoi organelli; 
- trasporto di materiali cellulari; 
- divisione cellulare; 
- ancoraggio alle giunzioni intercellulari; 
- continuità meccanica tra le cellule dello stesso tessuto; 
- resistenza alla trazione. 
 
Le varie funzioni del citoscheletro sono permesse dalla presenza di numerose proteine 
accessorie. 
Il citoscheletro è costituito da tre tipi di filamenti proteici, differenti per funzione e 
composizione: 
• microfilamenti (o filamenti actinici); 
• filamenti intermedi; 
• microtubuli. 
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Citoscheletro: filamenti actinici, filamenti intermedi e microtubuli 
 
Tutti e tre i tipi di filamenti proteici sono dei polimeri proteici, che presentano delle 
subunità particolarmente piccole; questa loro caratteristica permette al citoscheletro rapidi 
e fini riarrangiamenti, che non sarebbero possibili se le subunità fossero di dimensioni 
maggiori. Pertanto al citoscheletro è permesso essere una struttura in continuo 
cambiamento. 
Tutte le subunità dei filamenti proteici del citoscheletro tendono a distribuirsi formando 
delle strutture elicoidali, che sono termicamente stabili. Nello specifico, le varie subunità si 
associano a formare i protofilamenti e i protofilamenti si associano l’un l’altro per formare 
tali strutture elicoidali. Inoltre c’è da evidenziare che le subunità sono tra loro sfalsate, e 
questo conferisce al filamento resistenza alla trazione e al ripiegamento. 
Le varie subunità dei filamenti di citoscheletro sono unite le une alle altre attraverso legami 
non covalenti e interazioni idrofobiche, in maniera che i filamenti proteici abbiano una 
maggiore velocità di polimerizzazione e di depolimerizzazione. 
 
Microfilamenti o filamenti actinici 
I microfilamenti sono costituiti da una successione di unità monomeriche si actina. 
L’actina è una proteina globulare che lega l’ATP. 
Rappresentano i filamenti citoscheletrici più sottili, avendo uno spessore di 6-7 nm. 
Sono caratterizzati da una polarità strutturale, avendo: 
- un’estremità positiva, a livello della quale si ha l’aggiunta della g-actina e quindi si 
verifica l’allungamento del filamento; 
- un’estremità negativa, a livello della quale si hanno fenomeni di depolimerizzazione. 
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Microfilamenti: estremità positiva ed estremità negativa 
 
L’energia per formare un nuovo legame, quando una subunità si lega alla catena, è data 
dall’idrolisi dell’ATP. La polimerizzazione inizia lentamente, con 3 molecole di actina che 
si legano tra loro. Nella cellula la concentrazione di actina libera è molto alta, quindi altre 
molecole di actina si legano a questo polimero neoformato e il processo diventa man mano 
più veloce fino a che non si raggiunge lo stato stazionario, con la velocità di aggiunta di 
monomeri che è pari a quella di rilascio.  
 
L’organizzazione dei microfilamenti è regolata da oltre 100 proteine che legano l’actina, 
che sono classificabili in: 
• proteine di nucleazione (complesso Arp2/3, formina); 
• proteine che sequestrano i monomeri (timosine); 
• proteine di incappucciamento (CapZ  all’estremità positiva, 
tropomodulina all’estremità negativa); 
• proteine che promuovono la polimerizzazione dei monomeri (profilina); 
• proteine che depolimerizzano i filamenti di actina (cofiline); 
• proteine che formano legami crociati (filamina – reti lasse tridimensionali); 
• proteine che formano fasci compatti paralleli (villina); 
• proteine che tagliano i filamenti (gelsolina); 
• proteine che legano proteine di membrana (vinculina, spectrina, distrofina). 
 
Abbiamo anche delle proteine che fungono da intermediario tra i filamenti di actina e la 
membrana plasmatica: le proteine ERM (Ezrina, Radixina, Moesina). 
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Tra le proteine della famiglia ERM, la principale è la moesina, che sarà al centro dello 
studio che presentiamo. 
 
 
 
Struttura tridimensionale della moesina 
 
 
Filamenti intermedi 
I filamenti intermedi sono detti tali per via del loro spessore –intorno a 10 nm- che è 
intermedio tra quello dei microfilamenti e quello dei microtubuli. 
La polimerizzazione dei filamenti intermedi avviene nel seguente modo: 2 monomeri si 
aggregano formando un dimero, che va ad unirsi lateralmente ad un altro dimero formando 
un tetramero; infine i tetrameri si aggregano a loro volta fino a che non arrivano a formare 
un filamento costituito da 32 monomeri, molto simile ad una corda. I tetrameri si associano 
lateralmente a tandem, costituendo delle formazioni piane che successivamente si 
ripiegano in strutture cave.  
I filamenti intermedi, a differenza degli altri filamenti citoscheletrici, non sono polarizzati.  
Essi sono particolarmente stabili e sono molto resistenti alla trazione e molto flessibili, 
consentendo alla cellula di sopportare gli stress meccanici. 
I filamenti intermedi possono legare differenti tipologie proteiche, tra cui: 
• la desmoplacchina, che connette i filamenti intermedi a desmosomi ed 
emidesmosomi; 
• la plectrina, che connette i filamenti intermedi ai microtubuli; 
• l'ankyrina, che connette i filamenti intermedi ai microfilamenti. 
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Microtubuli 
I microtubuli sono strutture proteiche cilindriche cave aventi diametro di circa 25 nm.  
Si tratta di eterodimeri formati da una molecola di tubulina-alfa e una di tubulina-beta. 
Oltre a queste due isoforme esiste anche la tubulina-gamma, che ha un ruolo importante nel 
processo di nucleazione dei dimeri di tubulina-alfa e tubulina-beta, oltre a formare un 
anello collegato ai microtubuli in allungamento.  
Gli eterodimei di tubulina-alfa e tubulina-beta formano un lungo protofilamemto e 13 
protofilamenti si uniscono a formare un microtubulo. 
La tubulina è una proteina capace di legarsi a GTP, ma solo la tubulina-beta può 
idrolizzare GTP a GDP. 
Nella cellula la concentrazione di tubulina libera non è sufficiente perché si abbia la 
formazione spontanea dei microtubuli: essa inizia con un incipit che viene dato dalla 
tubulina-gamma.  
I microtubuli si sviluppano dal centro organizzatore dei microtubuli, il centrosoma. Il 
centrosoma contiene anelli di tubulina-gamma che formano siti di innesco per 
l’accrescimento dei microtubuli.  
I microubuli sono strutture polarizzate e la nucleazione avviene in corrispondenza delle 
estremità negative, mentre le estremità positive sono orientate verso la periferia della 
cellula e si accrescono allontanandosi dal centrosoma. I microtubuli si accrescono a partire 
dal centrosoma dando luogo ad una conformazione a stella. 
Due microtubuli possono scorrere l'uno sull'altro grazie a speciali proteine presenti sui 
microtubuli che trasformano l'energia derivante dall'idrolisi di ATP in energia motrice. Al 
microtubulo si ancorano anche organuli e vescicole, che possono quindi scorrere per mezzo 
delle proteine motrici verso l'estremità positive (chinesine) o verso l'estremità negative 
(dineine) del microtubulo. 
Pertanto i microtubuli hanno funzione di sostegno e determinano la posizione degli 
organelli e il trasporto vescicolare. 
I microtubuli, grazie alle proteine ad essi associate, possono stabilizzarsi e formare ciglia e 
flagelli, strutture di movimento. 
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1.5.2-Riarrangiamenti del citoscheletro di actina alla base della motilità cellulare 
 
Il rimodellamento del citoscheletro actinico induce rapidi cambiamenti morfologici della 
membrana cellulare, con formazione di strutture cellulari specializzate per il movimento, 
quali lamellipodi e ruffles [54]. 
Nello specifico, legandosi all’actina, le proteine della famiglia ERM determinano rapida 
depolimerizzazione dei filamenti di actina e nuova polimerizzazione dei filamenti di actina 
che si allungano verso la membrana cellulare, dando origine al cortex cellulare, un reticolo 
costituito da actina e proteine ERM che conferisce stabilità e forma alla cellula e da cui 
originano le strutture specializzate per il movimento cellulare [55]. 
 
Il movimento cellulare avviene in 3 fasi: 
1. la cellula emette protrusioni (lamellipoli o filipodi); 
2. le protrusioni aderiscono alla matrice extracellulare; 
3. la cellula viene tirata avanti, con retrazione della parte posteriore [56]. 
 
L’ancoraggio della cellula alla matrice extracellulare è mediato dalle integrine, 
glicoproteine transmembrana che sul versante interno legano i filamenti di actina e sul 
versante esterno si ancorano alla matrice extracellulare [54].  
Le integrine sono delle molecole estremamente versatili che hanno la capacità di trasdurre 
–selettivamente e in maniera modulabile- segnali dall’interno all’esterno della cellula e 
viceversa [57]. I segnali integrinici e l’assemblaggio del citoscheletro sono intimamente 
connessi. Mentre i domini extracellulari delle due subunità integriniche legano i 
componenti della matrice extracellulare determinando il ‘clustering’ delle integrine sulla 
superficie della membrana, i domini citoplasmatici, che non hanno un’attività enzimatica 
intrinseca, agiscono legandosi a proteine citoplasmatiche; in questo modo si formano da  
ambo i lati della membrana cellulare grandi complessi proteici, costituiti da proteine della 
matrice extracellulare, integrine e molecole citoscheletriche note come adesioni focali.  
L’interazione tra le integrine e gli elementi del citoscheletro conduce alla formazione di 
giunzioni specializzate note appunto come adesioni focali. Queste strutture contengono, 
oltre all’actina, anche altre molecole che possono formare ponti molecolari con varie 
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strutture della membrana e del citoscheletro (a-actinina, vinculina, talina, paxillina, tensina, 
zyxina) e sistemi di trasduzione (c-crk). Le placche di adesione hanno un ruolo di primaria 
importanza nella regolazione della struttura del citoscheletro cellulare. Prima che il loro 
coinvolgimento nella trasduzione dei segnali diventi predominante, la principale funzione 
di queste formazioni è quella di collegare la cellula al suo substrato attraverso le integrine 
che, mediante tali strutture, si associano al citoscheletro actinico.  
Il raggruppamento delle integrine a livello dei contatti focali attiva una tirosina kinasi, 
FAK (Focal Adhesion Kinase), che a sua volta fosforila numerosi bersagli intracellulari 
che controllano diversi fenomeni biologici. FAK è una proteina tirosin kinasica in grado di 
agire sinergicamente con le vie di segnalazione intracellulari che regolano la migrazione, la 
proliferazione e il differenziamento cellulare [58, 59]. 
 
Il nostro laboratorio ha condotto e pubblicato numerosi studi in cui si è misurato l’effetto di 
vari ormoni sulla motilità delle cellule tumorali della mammella ed è sempre emerso che 
tale motilità è legata al riarrangiamento del citoscheletro actinico [13, 22, 38-40, 60-62]. 
L’input al rimodellamento actinico parte dall’attivazione di proteine G monomeriche tipo 
RhoA , che legano GTP, e passa per l’attivazione di ROCK (Rho kinasi), appartenente alla 
famiglia delle serina/treonina kinasi. ROCK fosforila un’ampia varietà di molecole 
substrato, caratterizzate dalla presenza di residui di serina e treonina, tra cui la moesina, 
che subisce una fosforilazione a livello di Thr558. La moesina si attiva e determina un 
riarrangiamento del citoscheletro actinico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            
 49 
2-Studio 
 
 
2.1-Obiettivo dello studio 
  
Lo studio che presentiamo ha inteso valutare l’effetto di tre composti androgenici sulle 
cellule tumorali AR+/ER+ T-47D della mammella in termini di migrazione e di invasione 
della matrice extracellulare, aspetti fondamentali per la diffusione tumorale locale e a 
distanza.  
Sono stati testati testosterone (T), diidrotestosteroone (DHT) e deidroepiandrosterone 
(DHEA), caratterizzati da destini metabolici differenti, e queste differenze sono state 
sfruttate per meglio comprendere e caratterizzare le diverse vie di segnalazione attraverso 
le quali gli androgeni agiscono sulla progressione tumorale delle AR+/ER+ T-47D. 
 
 
 
2.2-Materiali e metodi 
 
2.2.1-Colture cellulari e trattamenti 
La linea cellulare T-47D ci è stata fornita dall’American Type Culture Collection. 
Le cellule T-47D sono state coltivate su terreno RPMI (Rosewell Park Memorial Institute) 
1640 con aggiunta di L-glutammina (2mM) e FBS (Fetal Bovine Serum) 10%. 
Prima dei trattamenti, tali cellule sono state tenute 24 ore in terreno di coltura con FBS 
senza steroidi. 
Quando è stato usato un inibitore dei recettori AR, dei recettori ER o dell’aromatasi, il 
composto con l’inibitore è stato aggiunto alle cellule in coltura 30 minuti prima che le 
cellule venissero esposte agli androgeni da testare. 
Per lo studio sono stati usati T, DHT e DHEA, E2, PTX e Y-27632 della Sigma-Aldrich 
(Saint-Louis, MO) e ICI 182,780 della Tocris Cookson (Avenmouth, UK). 
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2.2.2-Western Blot 
Le cellule lisate sono state separate con SDS-PAGE. 
Sono stati usati i seguenti anticorpi: 
- anticorpi diretti contro la moesina (clone 38, Transduction Laboratories, Lexington, 
KY); 
- anticorpi diretti contro la moesina con Thr558 fosforilata (sc-12895, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA). 
Anticorpi primari e anticorpi secondari sono stati incubati con tecnica standard.  
L’immunoreazione è stata evidenziata con chemiluminescenza avanzata. 
 
2.2.3-Immunofluorescenza cellulare 
Le cellule T-47D sono state fatte crescere su vetrini e sottoposte ai trattamenti con i tre 
composti androgenici in esame. 
Le cellule sono state fissate con siero 3% per 20 minuti e permeabilizzate con metanolo a   
-20°C per 10 minuti. 
Le cellule sono state incubate con Rosso Texas coniugato con falloidina (Sigma). 
I nuclei sono stati marcati con 4,6 diamino-2-fenilindolo (DAPI) (Sigma) e si è usata la 
soluzione di montaggio antiscolorimento Vectashield. (Vetor Laboratories, Burlingame, 
CA). 
L’immonofluorescenza è stata osservata con microscopio Olympus BX41 e registrata con 
fotocamera digitare Olympus DP70. 
 
2.2.4-Silenziamento genico con RNA interference 
Gli small interfering RNA diretti contro ERalfa e quelli diretti contro AR (Dharmacon, 
USA) sono stati usati a concentrazioni di 100 nM.  
L’efficacia del silenziamento è stata controllata e valutata ottimale a distanza di 60 ore 
dalla transfezione e solo dopo 60 ore le cellule sono state esposte agli androgeni da testare. 
 
2.2.5-Silenziamento della moesina con oligonucleotidi antisenso               
La sequenza nucleotidica fosforilata non senso transfettata (S-modified) è stata determinata 
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facendola essere complementare alla sequenza di nucleotidi 1-15 della regione genica 
codificante per la moesina; in questo modo, la sequenza transfettata è stata: 5’-
TACGGGTTTTGCTAG-3’. 
La sequenza complementare di nucleotidi senso (5’-CTAGCAAAACCCGTA-3’) è stata 
usata come controllo. 
I nucleotidi non senso sono stati sospesi in SFM (Serum-Free Medium) con Lipofectin 
(Invitrogen) 2% e aggiunti al terreno di coltura ogni 12 ore alla concentrazione di 4 µM. 
Il silenziamento della moesina è stato controllato fino a 72 ore dopo la transfezione ed è 
stato valutato ottimale. 
 
2.2.6-Test di migrazione 
La migrazione cellulare è stata valutata con razor scrape assay. 
Si è fatta passare una lametta da rasoio attraverso il monostrato di cellule T-47D fino a 
raggiungere la piastra di Petri, al fine di individuare la linea di partenza. Successivamente 
le cellule di uno dei due semipiani descritti dalla linea sono state allontanate. 
Le cellule sono state lavate e sono stati aggiunti 2 ml di DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium) contenenti DBS senza steroidi e poi gelatina (1mg/ml). 
Allo scopo di eliminare l’effetto sulla proliferazione cellulare 1 ora prima dei test le cellule 
mammarie tumorali T-47D sono state trattate con citosina arabinoside (Ara-C, 100 µM), un 
inibitore della separazione dei filamenti di DNA che impedisce la divisione cellulare ma 
permette la sintesi di RNA. 
L’assenza di proliferazione cellulare e la vitalità delle cellule sono state costatate attraverso 
saggio MTT (3-(4,5-dimetitiazolo.2yl)-2,5difenil-2h bromuro di tetrazolio). Si tratta di un 
saggio colorimetrico standard per la misurazione dell’attività dell’enzima che riduce MTT 
a formazano. Questa reazione avviene a livello mitocondriale ed è catalizzata dall’enzima 
succinato deidrogenasi, che è attivo solo nelle cellule vive e fa passare dal giallo di MTT al 
blu/viola del formazano. 
I tre steroidi sono stati somministrati a varie concentrazioni ciascuno per 48h. 
Delle cellule si sono acquisite immagini digitali e la migrazione è stata misurata servendosi 
di microscopio a contrasto di fase. 
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2.2.7-Test di invasione 
Anche in questo caso le cellule T-47D sono state pretrattate con citosina arabinoside, allo 
scopo di eliminare la proliferazione cellulare. 
L’invasione cellulare è stata misurata usando la BD BioCoatTM Growth Factor Reduced 
(GFR) MatrigelTM Invasion Chamber (BD Bioscience, USA). 
Sono stati usati inserti Matrigel cui sono stati aggiunti 0.5 ml di sospensione di cellule T-
47D (2.5 x 104 cellule/ml) e successivamente i composti androgenici da testare. Si è usato 
un uguale numero di inserti di controllo.  
Le camere sono state incubate a 37°C con CO2 al 5%. 
Dopo l’incubazione, le cellule non invasive sono state rimosse dallo strato superiore della 
membrana con bastoncini di cotone. 
Le cellule dello strato inferiore della membrana sono state colorate con Diff-Quick. 
Le cellule invasive sono state osservate con un ingrandimento a 100x e sono state contate 
quelle nel campo centrale. 
L’indice di invasione è stato espresso come rapporto tra la percentuale di cellule invasive 
tra quelle esposte al composto e la percentuale di cellule invasive tra quelle di controllo.  
 
2.2.8-Analisi statistiche 
I risultati ottenuti sono stati rappresentati come media ±SD. Le differenze statisticamente 
significative sono state determinate con ANOVA, seguito da Fisher PLSD 
(Protected Least Significant Difference) con la versione 12.0 di SPSS (SSPS Inc, IL, 
USA).  
Un valore di P<0.05 è stato valutato significativo. 
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2.3-Risultati 
  
L’esposizione delle cellule tumorali T-47D agli androgeni stimola la migrazione cellulare e 
l’invasione tumorale. 
 
In un primo tempo abbiamo studiato se l’esposizione delle cellule T-47D AR+/ER+ agli 
androgeni esaminati aveva un impatto sulla migrazione cellulare nell’ambiente circostante. 
 
Sono stati testati tre composti importanti sia dal punto di vista fisiologico sia dal punto di 
vista clinico:  
- testosterone (T); 
- diidrotestosterone (DHT); 
- deidroepiandrosterone (DHEA). 
 
Ciascuno di questi androgeni è stato somministrato per 48 ore a diverse concentrazioni. 
 
Allo scopo di eliminare l’effetto sulla proliferazione cellulare 1 ora prima dei test le cellule 
mammarie tumorali T-47D sono state trattate con citosina arabinoside. 
 
Il test di migrazione ha evidenziato che la migrazione delle cellule tumorali era correlata 
alla concentrazione di androgeni somministrati (Fig. 1A).  
L’entità della migrazione ottenuta con la più alta concentrazione di androgeni 
(soprafisiologica per tutti e tre i composti androgenici) era sovrapponibile a quella ottenuta 
con concentrazioni fisiologiche di E2 (1nM). 
 
 
 
 
 
 
 
 
            
 54 
 
 
 
Fig. 1A: gli androgeni stimolano la migrazione delle cellule T-47D. 
 
 
 
In un secondo tempo abbiamo studiato se l’esposizione delle cellule T-47D AR+/ER+ agli 
stessi composti androgenici aveva un impatto sull’invasione tumorale della matrice 
extracellulare.  
 
Anche in questo caso le cellule T-47D sono state pretrattate con citosina arabinoside, allo 
scopo di eliminare la proliferazione cellulare.  Si sono seminate le cellule T-47D su inserti 
Matrigel e dopo 48 ore si è contato il numero di cellule invasive.  
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Le cellule tumorali T-47D mostravano un’aumentata tendenza all’invasione quando 
esposte a concentrazioni di androgeni di 10-8M (10 nM) o maggiori. Una concentrazione di 
10-8M (10 nM) è al limite alto del range fisiologico di testosterone e DHEA ed è circa 10 
volte maggiore della normale concentrazione di DHT negli adulti (Fig. 1B).   
 
Fig. 1B: gli androgeni stimolano l’invasione tumorale delle cellule T-47D. 
 
 
 
Gli androgeni inducono rapidi riarraggiamenti del citoscheletro e sviluppo di strutture di 
membrana specializzate 
 
Per stabilire se gli effetti sulla modificazione dell’invasione delle cellule tumorali fossero 
legati alle modificazioni del citoscheletro di actina, sono stati colorati i filamenti di actina 
con Rosso Texas coniugato con falloidina ed è stata usata la microscopia a fluorescenza 
per evidenziare l’actina cellulare. 
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Le cellule non stimolate con i composti androgenici mostravano filamenti di actina disposti 
nel citoplasma prevalentemente in senso longitudinale. 
L’esposizione per 10 minuti a concentrazioni comprese tra 10-9M e 10-7M  di T, DHT e 
DHEA ha determinato un movimento dei filamenti di actina verso il bordo della membrana 
cellulare. 
Modificazioni dell’organizzazione dei filamenti di actina e degli pseudopodi e ruffles di 
membrana diventavano visibili a partire da una concentrazione di 10-8M per tutti e tre i 
composti analizzati (Fig. 2A).   
 
Fig. 2: gli androgeni stimolano il rimodellamento del citoscheletro actinico e della 
membrana cellulare delle cellule T-47D. 
Le fibre di actina sono colorate con Rosso Texas coniugato con falloidina.  I nuclei sono 
con DAPI e appaiono blu.  
Le frecce arancioni indicano le strutture di membrana specializzate per il movimento. 
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L’esposizione delle cellule T-47D a T, DHT e DHEA induce una rapida attivazione della 
moesina, proteina che regola l’actina 
 
Per stabilire se le modificazioni dell’actina e il parallelo aumento della motilità delle 
cellule tumorali fossero connessi alla regolazione della moesina, si è studiato se la moesina 
venisse attivata durante l’esposizione agli androgeni. 
 
Estratti proteici delle cellule tumorali T-47D sono stati esposti a: 
● T, DHT e DHEA in concentrazioni di 10-8M per 5, 10, 20 e 30 minuti (A-C); 
● T, DHT e DHEA a concentrazioni crescenti per 10 minuti (D-F); 
● T. DHT e DHEA a concentrazioni crescenti per 48 ore (G-H). 
 
Il Western blot è stato usato per determinare la quantità di moesina e quella di moesina con 
Thr558 fosforilata (P-moesina). 
 
Il trattamento con T, DHT e DHEA ha determinato un rapido incremento della 
fosforilazione di Thr558 della moesina, che coincide con l’attivazione della moesina (Fig. 
3A-C). 
 
L’intensità della fosforilazione era correlata alle concentrazioni di T, DHT e DHEA e era 
facilmente evidenziabile a concentrazioni soprafisiologiche.  
 
Altri esperimenti hanno evidenziato che anche concentrazioni fisiologiche di E2 
inducevano l’attivazione della moesina (Fig. 3D-F).   
 
Si è inoltre evidenziato che, a parte il meccanismo di regolazione rapido mediante 
attivazione della moesina, E2 e i tre steroidi testati mettevano in atto un altro meccanismo 
di regolazione, meno rapido: a seguito di esposizione prolungata (48 ore) delle cellule 
tumorali T-47D a tali composti, si verificava un aumento della quantità di moesina 
contenuta nelle cellule tumorali T-47D (Fig 3G-H).   
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Fig, 3: l’esposizione delle cellule T-47D agli androgeni determina l’attivazione della 
moesina. 
 
 
 
La moesina è necessaria per la stimolazione della migrazione cellulare delle cellule T-47D 
da parte degli androgeni 
 
Per stabilire se per la stimolazione della motilità delle cellule tumorali operata dagli 
androgeni la moesina fosse necessaria, abbiamo silenziato la moesina transfettando 
nucleotidi fosforilati non senso (AS, 2 µM) e osservato la differenza con moesina con 
nucleotidi senso (S, 2 µM).  
 
Le osservazioni sono state effettuate con assay a migrazione orizzontale a distanza di 48 
ore dalla somministrazione di ciascun composto. 
 
La somministrazione di androgeni in concentrazioni che stimolano la migrazione cellulare 
(10-7M) non ha avuto significativi effetti pro-migrazione quando la moesina era silenziata 
(Fig. 4).   
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Fig. 4: la stimolazione della migrazione delle cellule T-47D operata dagli androgeni 
richiede l’attivazione della moesina. 
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Gli androgeni attivano la moesina e stimolano il riarrangiamento actinico agendo sui 
recettori AR e sui recettori ER 
 
Si è passati a chiedersi quali fossero i recettori su cui agivano i tre composti androgenici 
studiati per determinare l’attivazione della moesina e si conseguenza avere un effetto si 
stimolazione della progressione tumorale delle cellule T-47D. 
  
Al fine di dare una risposta a questo quesito, si è deciso di bloccare i vari tipi di recettore a 
turno e di osservare le conseguenze di questa operazione. 
  
Si è fatto ricorso a: 
- flutamide (FLUT, 10 µM), inibitore competitivo del recettore degli androgeni (AR); 
- ICI 182,780 (ICI, 1 µM, antagonista puro del recettore degli estrogeni (ER); 
- aminoglutetimide (AG, 10 µM), inibitore dell’aromatasi; 
- tossina pertossica (PTX, 100 ng/mL), inibitore della proteina G monomerica; 
- Y-27632 (Y-27632, 10 µM), inibitore della Rho-kinasi. 
  
Flutamide, ICI 182,780 e aminoglutetimide inibivano la fosforilazione della moesina 
indotta dal testosterone, suggerendo che nella regolazione operata dal testosterone fossero 
coinvolti sia i recettori AR sia quelli ER, come era prevedibile, visto che T può essere 
trasformato sia in metaboliti androgenici sia in metaboliti estrogenici (Fig. 5A).   
  
La fosforilazione indotta da DHT veniva inibita solo da flutamide e non anche da ICI 
182,780 e aminoglutetimide, quindi il meccanismo di regolazione passava solo per il 
legame con i recettori AR, esattamente come ci si aspettava, dal momento che DHT non 
può essere aromatizzato a metaboliti estrogenici né si lega a ER direttamente (Fig. 5B) 
  
L’attivazione della moesina indotta da DHEA, che può essere trasformato in metaboliti 
estrogenici e androgenici, non era significativamente ridotta dalla flutamide ma era 
contrastata da ICI 182,780 e aminoglutetimide, suggerendo che possa agire direttamente su 
ER (Fig. 5C) 
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Fig. 5A-C: studio della cascata del segnale di T. DHT e DHEA che attiva la moesina 
nelle cellule T-47D. 
 
 
 
Gli stessi dati sono emersi quando, invece di valutare gli effetti sull’attivazione della 
moesina, sono stati valutati direttamente gli effetti sul rimodellamento del citoscheletro di 
actina (Fig. 5D) 
  
Per tutti e tre i composti androgenici studiati si è avuta un’inibizione dell’attivazione della 
moesina delle cellule T-47D quando sono stati usati la tossina pertossica e Y-27632 (Fig. 
5A-C); questo suggerisce che la via di segnalazione che determina l’attivazione della 
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moesina coinvolge sempre una proteina G e una Rho-kinasi, non variando in base al fatto 
che i composti agiscano sui recettori AR o sui recettori ER. 
 
 
 
 
Fig. 5D: studio della cascata del segnale di T. DHT e DHEA che stimola il 
rimodellamento del citoscheletro actinico e la formazione di strutture di membrana 
specializzate per il movimento. 
Le fibre di actina sono colorate con Rosso Texas coniugato con falloidina.  I nuclei sono 
con DAPI e appaiono blu.  
Le frecce arancioni indicano le strutture di membrana specializzate per il movimento. 
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Gli androgeni attivano la moesina agendo sui recettori AR e sui recettori ERalfa 
 
Per avere conferma del fatto che l’effetto degli androgeni sul citoscheletro di actina fosse 
permesso dal reclutamento di ERalfa e AR, abbiamo silenziato entrambi i recettori con 
small interfering RNA (siRNA), prima di esporre le cellule ai tre composti androgenici in 
esame. 
 
Silenziando ERalfa si è ottenuta una riduzione della fosforilazione della moesina a seguito 
di esposizione a T e DHEA (Fig. 6A). 
  
Quando le cellule T-47D erano esposte a DHT, invece, silenziare ERalfa non ha dato alcun 
effetto (Fig. 6B). 
  
La fosforilazione della moesina indotta da DHT veniva inibita silenziando AR.   
Silenziare AR ha ridotto anche la fosforilazione della moesina a seguito di esposizione a T 
e DHEA (Fig. 6C). 
 
Fig. 6A-C: ruolo dei recettori ERalfa e AR nell’attivazione della moesina indotta 
dagli androgeni 
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In accordo con questi risultati: 
● l’effetto di T e DHEA sull’invasione tridimensionale da parte delle cellule T-47D si 
riduceva sia silenziando ERalfa sia silenziando AR; 
● l’effetto di DHT sull’invasione tridimensionale da parte delle cellule T-47D non 
mutava silenziando ERalfa e scompariva silenziando AR (Fig. 6D). 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6D: ruolo dei recettori ERalfa e AR nella stimolazione dell’invasione tumorale 
della matrice extra-cellulare operata dagli androgeni. 
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2.5-Discussione 
 
Il nostro studio ha messo in evidenza come gli androgeni abbiano un ruolo importante nel 
regolare la motilità e l’invasione delle cellule tumorali della mammella in vitro, attraverso 
il rimodellamento della struttura delle fibre di actina.  Il tramite è costituito dalla moesina, 
una proteina che lega l’actina e che ne guida il riarrangiamento. 
 
I recettori AR sono espressi nel 70-90% dei tumori mammari primitivi con una densità 
comparabile a quella dei recettori ER o PR o addirittura maggiore [47]. 
L’espressione di AR rappresenta un fattore prognostico positivo in alcuni tipi di tumore 
della mammella come il basal-like o il triplo negativo [47], suggerendo che AR possa 
essere biologicamente importante nella patologia tumorale della mammella. Sulla base di 
questa ipotesi, sono al vaglio strategie terapeutiche mirate al recettore AR [63]. 
 
Molti lavori scientifici indicano che gli androgeni hanno effetto anti-proliferativo, ma nello 
stesso tempo l’evidenza clinica ci dice che l’iperespressione di AR è associata a resistenza 
alle terapie ormonali adiuvanti (resistenza al tamoxifene e agli inibitori dell’aromatasi), col 
risultato di favorire la progressione tumorale (49, 50). 
 
La modulazione delle proteine che guidano il rimodellamento actinico e inducono la 
formazione di strutture di membrana specializzate coinvolte nella polarizzazione e nella 
motilità cellulare costituisce un meccanismo ormai noto attraverso il quale viene stimolata 
la progressione tumorale. Le proteine della famiglia ERM (Ezrina-Radixina-Moesina) sono 
generalmente iperespresse nelle cellule tumorali metastatiche del carcinoma mammario 
[64] e sono target noti degli steroidi sessuali.  
 
Queste osservazioni sono in linea con i lavori che mostrano come i rcettori AR nelle cellule 
tumorali della mammella regolino il citoscheletro actinico [65], l’espressione di E-
caderina, la transizione epiteliale-mesenchimale (EMT) e le metastasi [66]. 
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La conoscenza dei fini meccanismi biologici attraverso cui i diversi tipi di androgeni 
stimolano la progressione tumorale potrebbe porre le basi per la ricerca di strumenti 
terapeutici che agiscano a livello dei singoli intermediari della cascata del segnale (proteine 
della famiglia ERM o proteina G monomerica o RhoA o ROCK), allo scopo di eliminre gli 
effetti pro-metastatici degli androgeni. 
 
Dal punto di vista clinico, è focale stabilire se i trattamenti con androgeni sono sicuri per la 
mammella. Questo è un tema caldo e di grande interesse, dal momento che negli ultimi 
anni gli androgeni hanno cominciato ad essere usati per contrastare la riduzione della libido 
e per migliorare la qualità della vita nelle donne in menopausa [67]. 
 
La relazione tra androgeni e tumore della mammella è estremamente controversa. Alcuni 
studi suggeriscono che gli androgeni endogeni o esogeni aumentano il rischio di sviluppare 
tumore della mammella, ma osservazioni cliniche ed esperimenti di laboratorio danno 
indicazioni di segno opposto: evidenziano che le donne che assumono androgeni hanno un 
rischio di sviluppare tumore della mammella inferiore a quello della popolazione generale 
[44, 68, 69] e che l’associazione degli androgeni al tamoxifene nel trattamento dei tumore 
mammario avanzato aumenta l’efficacia della terapia [70]. 
 
Il tema del ruolo degli androgeni nella patologia tumorale della mammella è 
particolarmente complesso per via dell’eterogeneità degli androgeni e della tendenza di 
alcuni ad essere metabolizzati ad estrogeni. 
 
Il nostro studio evidenzia che il meccanismo attraverso cui gli androgeni agiscono nel 
senso di stimolare la progressione tumorale è diverso da composto a composto per via dei 
differenti destini metabolici dei composti studiati e può esplicarsi attraverso vie di segnale 
che coinvolgono i recettori degli androgeni (AR) o i recettori degli estrogeni (ERalfa) o 
entrambi. 
Pertanto in alcuni casi gli androgeni determinano il loro effetto utilizzando delle vie di 
segnalazione che non sono quelle dedicate agli androgeni. Questa osservazione è di 
particolare rilievo, soprattutto se si considera che nelle cellule tumorali della mammella la 
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conversione degli androgeni in estrogeni è maggiore che nelle cellule mammarie normali 
[71]. 
 
 
 
2.6-Conclusioni 
 
Il nostro studio ha confermato l’importanza degli ormoni sessuali nella patologia tumorale 
mammaria. Si sapeva già che un ruolo di primo piano in tale ambito è quello che hanno 
estrogeni e progestinici, ma il ruolo degli androgeni era ed è ancora ampiamente dibattuto. 
 
La relazione tra androgeni e tumore della mammella ha tante sfaccettature: se da una parte 
si è dimostrata la loro azione anti-proliferativa, dall’altra il nostro studio permette di 
rilevare che in vitro stimola la motilità delle cellule T-47D della mammella, aspetto 
fondamentale per la diffusione tumorale locale e a distanza. 
 
Questo studio conferma ancora una volta la centralità dei recettori degli ormoni sessuali 
nella biologia della mammella e nella progressione della patologia neoplastica della 
mammella, e se questo per i recettori degli estrogeni ERalfa e per i recettori del 
progesterone PR è qualcosa che si dà ormai per scontato, per i recettori degli androgeni AR 
rappresenta un elemento di relativa novità. 
 
Lo studio evidenzia che anche l’attivazione dei recettori AR, come quella dei recettori ER 
e quella dei recettori PR, stimola la motilità cellulare attraverso il rimodellamento del 
citoscheletro di actina: la cascata del segnale che porta al rimodellamento actinico è la 
stessa, indipendentemente dal fatto che sia a partenza dai recettori ERalfa, PR o AR. 
 
I risvolti clinici possono essere numerosi. La terapia ormonale del cancro mammario 
infiltrante ormono-sensibile dopo la menopausa è basata sull’uso di inibitori 
dell’aromatasi, che impediscono la conversione di testosterone a estradiolo, determinando, 
però, un accumulo di testosterone nelle pazienti. I risultati del nostro studio suggeriscono 
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di prendere in considerazione delle strategie terapeutiche che associno agli inibitori 
dell’aromatasi degli antagonisti dei recettori AR. 
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